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REsumo

Pontin PA. Analise de polimorfismos nos receptores de estrogénio alfa e beta
em mulheres pos-menopausicas com tendinopatia do tenddo do musculo tibial
posterior [Tese]. S&do Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2016.

INTRODUGCAO: A disfunc&o do tend&o tibial posterior (DTTP), principal causa
de pé plano adquirido no adulto, € mais frequente em individuos do género
feminino e apresenta pico de incidéncia na sexta década de vida. Diversos
fatores de risco — intrinsecos e extrinsecos — e condicfes sistémicas
associadas sao descritas na literatura. A predisposicdo genética resultante da
maior expressdo de genes relacionados ao metabolismo hormonal,
principalmente do estrogénio, pode desempenhar influéncia na fisiopatogenia
dessa lesdo em associacdo aos fatores comportamentais e enddgenos.
OBJETIVO: Analisar a frequéncia de polimorfismos nos genes dos receptores
de estrogénio (RE) dos tipos alfa (RE1) e beta (RE2), em pacientes na poés-
menopausa com diagnéstico de tendinopatia do tenddo do musculo tibial
posterior e em pacientes assintomaticas. CASUISTICAS e METODOS: Foram
incluidas 202 pacientes do género feminino (N=202), com idade superior a 40
anos, divididas em 2 grupos (n=101), de casos e controles. Foram definidos
como casos pacientes na pds-menopausa com diagnostico de DTTP,
realizado por meio dos exames clinico e de imagem (RM), e, como controles,
pacientes com as mesmas caracteristicas epidemiolégicas, assintoméaticas,
gue apresentavam exames clinico e de imagem normais para a avaliacao do
tenddo tibial posterior. Células epiteliais da mucosa bucal das pacientes
incluidas no estudo foram coletadas por meio de bochecho com solucao
glicosada para extracdo e analise do RESULTADOS: Pacientes portadoras
do gendtipo xx do SNP Xbal apresentaram risco estimado 2,38 vezes maior
(p = 0,029) de desenvolver a DTTP quando comparadas as portadoras dos
genatipos selvagem ou heterozigoto. Ja a distribuicdo dos genétipos dos SNP
Pvull e Alul ndo apresentou associacdo com o desenvolvimento da doenca.
ADN gendmico. Os SNP dos genes dos RE1 (Xbal e Pvull) e RE2 (Alul) foram
avaliados com base em PCR-RFLP. CONCLUSAO: O presente estudo
demonstra que pacientes com polimorfismo Xbal do RE1 apresentam maior
risco de desenvolvimento da disfuncéo do tendao tibial posterior.

Descritores: pé plano, tendinopatia, disfuncdo do tendao tibial posterior,
estrogénio, polimorfismo.



ABSTRACT

Pontin PA. Polymorphisms of alpha and beta estrogen receptors in post-
menopausal women with posterior tibial tendon dysfunction [Thesis]. S&o
Paulo: "Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2016.

INTRODUCTION: Posterior tibial tendon dysfunction (PTTD), the most
common cause of flatfoot deformity in adults, is more frequent in the female
gender with peak incidence in the sixth decade of life. Multiple risk factors -
intrinsic and extrinsic - and associated systemic conditions have been
described in the literature. Genetic predisposition secondary to
hyperexpression of genes related to hormonal metabolism, particularly the
estrogens, may play a role in the pathogenesis of this disease acting in
association with behavioral and endogenous risk factors. OBJECTIVE: The
aim of this study was to analyze the frequency of polymorphisms of the
estrogen receptors (ER) alpha (ER1) and beta (ER2) in postmenopausal
women with PTTD when compared to asymptomatic control patients.
METHODS: 202 female patients over the age of 40 were included in the study
(N = 202). They were then divided into 2 different groups (n = 101): cases and
controls. We defined as cases postmenopausal women with symptomatic
PTTD, diagnosed by clinical and MRI examinations. Females with similar
epidemiology, but clinically asymptomatic and with normal MRI evaluation for
the posterior tibial tendon were defined as controls. Oral mucosa epithelial
cells were collected from the patients and genomic DNA was extracted from
the samples. The SNPs for the ER1 (Xbal and Pvull) and ER2 (Alul) genes
were assessed by PCR-RFLP. RESULTS: Patients with SNP Xbal genotype
xx had 2.38 higher estimated risk (p = 0,029) in developing PTTD, when
compared to patients with the other genotypes. No associations were found
for the SNP Pvull and Alul. CONCLUSION: The present study demonstrates
that patients with the Xbal single nucleotide polymorphism of estrogen receptor
1 gene have higher risk of developing posterior tibial tendon dysfunction.

Descriptors: flatfoot, tendinopathy, posterior tibial tendon dysfunction,
estrogen, polymorphism.
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1 INTRODUCAO

O pé plano adquirido do adulto tem como principal fator etiolégico a
disfungcéo do tendao tibial posterior (DTTP) (Mosier et al., 1999). Estudos
epidemioldgicos revelaram que essa alteracdo tendinea é trés vezes mais
frequente no género feminino, acomete 3,3% a 10% desta parcela da
populacéo, e o pico de sua incidéncia ocorre aos 55 anos de idade (Kohls-
Gatzoulis et al., 2004; Kohls-Gatzoulis et al., 2009). Além disso, é responsavel
por cerca de 16% das tendinopatias da regido do tornozelo (Bare & Haddad,
2001), e afeta individuos com antecedentes e comorbidades clinicas, tais
como doencas reumatolégicas (Downey et al., 1988; Myerson et al., 1989),
uso cronico de corticoesteroides, obesidade, diabetes mellitus e trauma prévio
(Deland et al., 2005).

O conhecimento de todos os fatores etioldégicos envolvidos na
fisiopatogenia da DTTP ainda permanece em investigacdo na literatura
médica. Algumas dessas condi¢Bes ja sdo reconhecidas, como 0 impacto
tendineo no tunel osteofibroso retromaleolar (Bare & Haddad, 2001), a area
hipovascularizada do tendao (Petersen et al., 2002), a lesdo dos tecidos moles
mediais (Orr & Nunley, 2013) e deformidades 6sseas congénitas (Holmes &
Mann, 1992). H& pacientes que desenvolvem, no entanto, a DTTP na
auséncia de tais condicbes e de outras doencas sistémicas pré-existentes, o
gue sugere a existéncia de fatores intrinsecos desconhecidos associados a
esta degeneracéao.

Outras tendinopatias também apresentam diferencas de incidéncia
relacionadas ao género e a idade. Mulheres, na fase reprodutiva, quando
comparadas aos homens da mesma faixa etaria, apresentam menor
frequéncia tanto de tendinopatia de calcaneo (Cook et al., 2007) quanto de
ruptura daquele tenddo (Huttunen et al., 2014). Abate et al. (2014)
constataram que ha uma inversdo dessa relagdo ap0s a quinta e a sexta

década, periodo coincidente com as fases da perimenopausa e menopausa,
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e notaram maior prevaléncia de lesfes tendineas degenerativas no género
feminino.

Diferencas nas propriedades biomecanicas e estruturais dos tenddes
relacionadas ao género também foram verificadas. Os homens apresentam
tenddes com maior diametro (Magnusson et al., 2007) e flexibilidade (Sullivan
et al., 2009), quando comparados as mulheres. Esses resultados despertaram
0 interesse acerca da possivel influéncia fisiologica dos horménios sexuais
femininos, principalmente do estrogénio, na composicdo e no metabolismo
tendineo.

Estudos recentes indicam que variacbes na concentracdo sérica do
estrogénio estdo relacionadas a maior prevaléncia de diferentes
tendinopatias. Niveis séricos dentro da faixa de normalidade estdo associados
a menores taxas de producdo de colageno (Hansen, Miller, et al., 2009), de
reparacao (Hansen et al., 2008) e de resisténcia do tecido tendineo (Bryant et
al., 2008).

Os estrogénios atuam por meio da ativacdo de seus receptores celulares
especificos, os receptores de estrogénio (RE), principalmente o receptor
estrogénico alfa (RE1) e o receptor estrogénico beta (RE2) (Kuiper et al.,
1996). Esses receptores possuem expressoes teciduais heterogéneas (Kos
et al., 2001; Gruber et al., 2002; Nilsson & Gustafsson, 2011) e Bridgeman et
al. verificaram a presenca de ambos os tipos de receptores no tenddo do
musculo Tibial Posterior (TTP) (Bridgeman et al., 2010).

E conhecida na literatura a associacio entre a expressdo de
polimorfismos dos genes codificadores do RE e a presenca de processos
patologicos. Alcazar et al. (2010) descreveram alteracdes nos sistemas
cardiovascular, urogenital e vascular na presenca dessas variagdes. Estudos
mais recentes também comprovaram a influéncia desses polimorfismos no
sistema musculoesquelético, em especial, na lesdo do manguito rotador
(Motta et al., 2014; Teerlink et al., 2015; Tashjian et al., 2016). Até o presente
momento, contudo, ndo ha estudos que tenham avaliado a associa¢do entre

os polimorfismos genéticos dos RE e a DTTP.
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Assim, a hipotese do presente estudo que ora se apresenta € que a
presenca dos polimorfismos dos genes codificantes dos receptores
estrogénico alfa e beta influencia o desenvolvimento da DTTP em individuos

do género feminino na pés-menopausa.

1.1 Objetivos

1.1.1Objetivo primario

Verificar a associacdo entre a DTTP e a presenca de polimorfismos nos
genes codificadores dos receptores de estrogénio, tipos alfa e beta, em

mulheres na pés-menopausa.

1.1.20bjetivos secundarios

Avaliar a frequéncia dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) Xbal
e Pvull do gene codificante do RE1, por polymerase chain reaction — restriction
fragment lenght polymorphism (PCR-RFLP), em pacientes na pds-menopausa
com diagnéstico de DTTP e em individuos sem a tendinopatia.

Avaliar a frequéncia do polimorfismo de nucleotideo Unico Alul na do
gene codificante do RE2, por PCR-RFLP, em pacientes na pds-menopausa

com diagnéstico de DTTP e em individuos sem a tendinopatia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Os tendodes

Os tenddes sao tecidos especializados que conectam o musculo ao 0sso
e transmitem as forgas que promovem o movimento articular. S&0 compostos
por fibras de colageno, constituidas de moléculas solaveis de tropocolageno,
por meio de ligacfes cruzadas entre si, tornam-se insolGveis e se estruturam
em microfibrilas. As microfibrilas, por sua vez, sdo agrupadas em fibrilas e
fibras. O conjunto de fibras colagenas formam os fasciculos, revestidos por
uma fina membrana de tecido conectivo frouxo, denominada endotend&o, que
permite o deslizamento entre elas. Os fasciculos séo revestidos por outra
membrana mais externa, denominada epitenddo, que contém vasos
sanguineos, linfaticos e nervos (Docheva et al., 2015).

Alguns tendfes retilineos ndo possuem bainha ao redor dessa
composicdo anatdbmica, apenas uma fina camada de tecido conectivo,
chamada paratenddo. Ja aqueles que alteram suas dire¢cbes possuem uma
bainha sinovial verdadeira, constituida por trés camadas: a visceral, mais
profunda e em contato direto com o tendao; a parietal, mais superficial e em
contato com as superficies 6sseas; e o mesotenddo, uma invaginacao que
comunica a bainha ao epitendao e serve de canal para o aporte vascular (Bare
& Haddad, 2001). Entre elas, se forma uma cavidade, a qual € preenchida por
um fluido rico em mucopolissacarideos que prové lubrificacdo, minimiza o
atrito entre as camadas e confere prote¢éo ao tecido tendineo (Kjaer et al.,
2009).
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Ephendio

Endotendso

Fascxculo

Figura 1 - Representacéo gréafica da estrutura anatémica basica do tendédo da
estrutura basica histolégica do tendao.

A matriz extracelular (MEC) tendinea € composta, basicamente, por
agua — entre 60-80% do peso total —, fibras colagenas e proteoglicanas. As
fibras de colageno tipo | predominam (95%) e correspondem a 65-80% do
peso seco do tenddo. O restante das fibras (5%) s&do compostas,
principalmente, por colageno tipo Il e, em menor quantidade, pelos tipos V,
VI, XlI, XIV e XV (Bosman & Stamenkovic, 2003; Riley, 2004).

Os demais componentes da MEC sao, essencialmente, as
proteoglicanas — entre elas, decorina, agrecano, versincano e biglicano —,
elastina, minerais, além de proteinas especializadas, como as glicoproteinas
adesivas — fibronectina e a tenascina-C — acido hialurénico, metaloproteases
da matriz (MMPs) e seus inibidores (Kannus 2000; Bosman & Stamenkovic,
2003). As MMP sédo enzimas envolvidas em processos fisioldégicos e tém
capacidade de degradar, renovar e remodelar os componentes da MEC,
principalmente o colageno (Godoy-Santos et al., 2014).

O componente celular €, em quase sua totalidade (95%), representado
pelos tenoblastos — células imaturas, com alto potencial metabdlico — e
tenécitos — forma madura dos tenoblastos — os quais sdo arranjados em

colunas paralelas ao eixo longo do tendéo e permeados por fibras colagenas.
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O restante (5%) se refere aos condrocitos, localizados nas regibes de
compressédo e insercdo do tecido tendineo, células epiteliais, vasculares e
sinoviais (Abate et al., 2009).

O componente celular do tend&o produz a MEC, com pico de producao
durante a maturidade e declinio no envelhecimento. A conversdo do
tenoblasto em tendcito responde a estimulos catabodlicos, e otimiza a
producéo colagena e a remodelacdo da MEC (Chuen et al., 2004).

O tecido tendineo é também caracterizado por uma baixa taxa
metabdlica e necessita de até 50-100 dias para a reciclagem de seu
componente  coldgeno. Apresenta, ainda, producdo energética
essencialmente anaerdbica: consome 7,5 vezes menos oxigénio quando
comparado as células musculares. Essa caracteristica confere menor risco de
isquemia e necrose durante o stress da atividade a qual é submetido.
Contudo, a reduzida atividade mitética e a baixa celularidade determinam
capacidade limitada de remodelamento e cicatrizagdo (Vailas et al., 1978).

Os tendfes sdo divididos em trés segmentos anatdbmicos distintos:
juncdo miotendinea, mais proximal e localizada entre o ventre muscular e a
substancia tendinea, € a area que possui a maior inervacdo e vascularizacao
e é submetida ao maior stress mecéanico durante a contracdo muscular; a
segunda porcao se refere a substancia, ou corpo do tendao. E, por fim, a
juncdo osteotendinea — ou éntese — que representa a insercdo do tendédo no
tecido 6sseo (Abate et al., 2009).

A fisiopatologia das tendinopatias é multifatorial e relacionada a fatores
endodgenos e exodgenos. As alteracBes histopatologicas e moleculares
encontradas nas tendinopatias — destruicdo da microarquitetura tendinea,
desorganizacdo das fibras colagenas, degeneracdo mixoide, metaplasia
condroide, calcificacbes e neovascularizagdo — resultam em alteracbes das
caracteristicas mecanicas do tecido tendineo (Maffulli et al., 2003; Gisslén &
Alfredson, 2005; Xu & Murrell, 2008; Abate et al., 2009).
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2.2 A disfuncéo do tenddo do musculo tibial posterior

2.2.1 Anatomia e funcdo do musculo tibial posterior

O mdasculo tibial posterior tem origem no terco proximal do
compartimento posterior da perna, na tibia, na fibula e na membrana
interéssea. A sua porcao miotendinea surge no tercgo distal da perna, na regiao
péstero-medial, em que se forma o tenddo que assume um trajeto
descendente, posterior e medial ao eixo da articulacao tibiotalar adjacente ao
maléolo medial (Supple et al., 1992). Nessa topografia, altera seu trajeto para
anterior, adentra no retinaculo dos flexores, onde permanece plantar e medial
a articulacdo subtalar, e segue inferior a porcdo plantar do ligamento
calcaneo-navicular (Figura 2). O tenddo apresenta ampla area de insercao,
que i

nclui o sustentaculo do talus, a tuberosidade medial do navicular,
porgdes plantares dos cuneiformes medial, intermédio e lateral, cuboide e

bases do segundo, terceiro e quarto metatarsos (Bare & Haddad, 2001).

Figura 2 - Estrutura anatdmica do musculo e tendao tibial posterior.

Diferentemente de outros tendbes, a bainha do TTP nao possui
mesotendao, o que representa diminuicdo do suprimento vascular. A camada

parietal da bainha esta em contato direto com a superficie do tunel
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osteofibroso do maléolo medial: mede cerca de 71 mm de comprimento no
homem e 66 mm na mulher, e se estende por aproximadamente 45mm
proximal e 26mm distal ao apice do maléolo medial. Tem a funcéo de otimizar
o deslizamento do tendao e diminuir o atrito (Bare & Haddad, 2001).

O aporte sanguineo do TTP é proveniente de ramos da artéria tibial
posterior. Proximal ao maléolo medial, o tenddo recebe os vasos sanguineos
do ventre muscular e da rede arterial do tecido conectivo peritendineo;
distalmente, as artérias provenientes da vincula triangular e dos vasos da
insercao periosteal (Prado et al., 2006). Existe uma zona hipovascular, de
maior vulnerabilidade, no intervalo dessas areas, a, aproximadamente, 14-
15mm distal ao maléolo medial (Otis & Gage, 2001).

Durante o ciclo da marcha, apés o contato do calcaneo com o solo, o TP
contrai de maneira excéntrica, o que promove a desaceleracdo da eversao da
articulagéo subtalar, impede o valgismo excessivo, provoca a inversdo do
retropé e consequente estabilizacdo das articulacBes transversas do tarso.
Dessa forma, atua como o principal estabilizador dindmico do arco longitudinal
medial do pé e inversor primario do retropé. Além disso, participa também
como flexor plantar do tornozelo, na fase do desprendimento calcaneo. E,
portanto, estrutura fundamental para o adequado desempenho biomecanico

do deslocamento humano (Mann, 1984; Van Boerum & Sangeorzan, 2003).

2.2.2Quadro clinico e classificacdo da disfuncdo do tendao tibial
posterior

Os sintomas provocados pela DTTP variam conforme a progressao da
doenca. Johnson e Strom (1989) foram os primeiros a propor um sistema de
classificacdo baseado em estagios clinicos progressivos e relacionados a
sintomatologia e as alteracdes radiogréficas (Johnson & Strom, 1989).
Posteriormente, Myerson et al. (1997) adicionaram 0 quarto estagio na
classificagao original (Myerson, 1997) e Bluman et al. (2007) subdividiram o

sistema originalmente proposto (Bluman et al., 2007).
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No estagio |, os pacientes se apresentam com quadro de tenossinovite
isolada do TTP, sem deformidade Ossea, caracterizada por dor e edema de
inicio insidioso, na regido medial do tornozelo, localizada na topografia do
tenddo e relacionadas ao esforco fisico. O estagio | é subdividido em: I-A -
doenca inflamatéria, em que h& apenas a inflamacdo do tenddo ou leséo
secundaria a doenca sistémica; I-B — rotura parcial do TP com alinhamento
normal do retropé; I-C — rotura parcial do TP, com leve desalinhamento do
retropé (valgo menor ou igual a 5°).

No estagio Il, ocorre a progressdo da doenca e as queixas sao
agravadas. Fadiga, limitag&o funcional e perda de forga para realizar inversao
e flexdo plantar interferem no equilibrio e limitam a deambulacdo em terrenos
irregulares (Mann, 2001; Kohls-Gatzoulis et al., 2004; Zgonis, 2014). Nesta
fase, ha lesdo parcial ou até a rotura completa do tendédo, juntamente com o
estiramento dos tecidos moles mediais, principalmente das porcoes
superomedial e inferomedial do ligamento calcaneonavicular plantar e do
ligamento interdsseo talocalcaneano (Deland et al., 2005). O navicular desvia
para dorsolateral e a articulagdo subtalar subluxa para lateral, o que resulta
na diminuicdo da altura do arco longitudinal medial do pé, na abducéo do
antepé e no aumento do valgismo do retropé. As capsulas articulares e os
ligamentos plantares das articulacfes naviculocuneiforme e tarsometatarsais
mediais também podem se tornar insuficientes e contribuir para o colapso do
arco medial do mediopé e para a supinacdo compensatoria de todo o antepé
(Zgonis, 2014). Esse estagio, caracterizado pelo valgo flexivel do retropé, é
subdividido em trés grupos: II-A, em que ha deformidade em supinacéo do
antepé, que pode ser flexivel e passivel de correcédo (11-A-1) ou rigida (II-A-2);
[I-B, diferenciado pela deformidade em abducédo do antepé; II-C ao qual se
soma a instabilidade plantar do primeiro raio.

Nos estagios clinicos tardios — estagios Il e IV, ocorre o agravamento
da insuficiéncia dos tecidos moles mediais e do valgismo do retropé, que se
torna rigido e néao redutivel. O estagio Il é subdividido conforme a auséncia
(I-A) ou presenca (IlI-B) da deformidade em abducdo do antepé. O

posicionamento em valgo rigido do retropé leva o processo anterior do
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calcaneo em direcdo a extremidade distal da fibula e consequente impacto
fibulocalcaneo. Assim, a sintomatologia algica, inicialmente isolada na face
medial do pé e tornozelo, torna-se mais acentuada em sua regido lateral
(Mosier et al., 1999; Mann, 2001).

No estagio IV, a progressao do estresse em valgo acomete o tornozelo
e leva a insuficiéncia do ligamento deltoide e a consequente inclinacdo em
valgo da articulacédo tibiotalar. Tal estagio €, posteriormente, subdividido de
acordo com presenca de alteracdes articulares degenerativas, incipiente e

flexivel (IV-A), ou avancada e rigida (IV-B).

2.2.3Fisiopatogenia da disfuncéo do tenddo do musculo tibial posterior

Os fatores relacionados a patogénese da DTTP ainda estdo em estudo
na literatura. A primeira citacdo do pé plano adquirido do adulto foi feita por
Rugh (1921), que observou trés caracteristicas associadas com a
deformidade: encurtamento tendineo do calcaneo, presenca de 0sso navicular
hipertréfico e de osso navicular acessoério. Descreveu 0 retensionamento
cirirgico do TTP enfraguecido como possivel forma de correcdo da
deformidade (Rugh 1921).

Kidner (1929) propds que a presenca do navicular acessorio afetaria
negativamente o funcionamento do TTP, em virtude da alteracdo do braco de
alavanca secundario ao deslocamento da insercdo tendinea para medial e
dorsal (Kidner, 1929).

Kulowski (1936) descreveu um caso sintomatico de tenossinovite da
bainha do TTP (Kulowski et al., 1936). Key (1953) relatou os achados
cirirgicos de roturas parciais do TTP (Key 1953). Ghormley e Spear (1953)
sugeriram que uma alteracdo anatdbmica do TTP seria responsavel por
sintomatologia dolorosa na regido medial do tornozelo. Ghormley & Spear,
(1953), Fowler et al. (1955) e Langenskiold et al. (1967) relataram que tecido
inflamatorio peritendineo teria papel importante na génese da tenossinovite
do TTP.
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Kettelkamp & Alexander. (1969) relataram o diagnadstico tardio e a rotura
espontanea do TTP em pacientes previamente sadios e as consequentes
dificuldades técnicas para a correcdo cirurgica (Kettelkamp & Alexander,
1969). Goldner et al. (1974) observaram a associacdo entre a deformidade
progressiva do pé secundaria a lesédo degenerativa e traumatica do TTP em
nove pacientes. Descreveram a associacdo entre a lesdo do ligamento
calcaneonavicular plantar medial (ligamento mola) e a contratura do triceps
sural com a perda da sustentacdo do arco plantar e equinismo do retropé,
respectivamente (Goldner et al., 1974).

Giblin (1980), De Zwart & Davidson (1983) e Stein (1985) determinaram
a relacéo das fraturas do maléolo medial do tornozelo com a génese da leséo
traumatica direta do TTP.

Jahss et al. (1982) publicaram uma série de casos de rotura espontanea
do TTP e as relacionaram com a estenose provocada pelo retinaculo dos
flexores do tornozelo, o que levaria a diminuicdo da perfusdo tecidual e
subsequente processo inflamatério e degenerativo crénico do tendao (Jahss,
1982).

Funk et al. (1986) descreveram quatro distintos padrdes de lesédo do TTP
e propuseram uma classificacdo para auxiliar na conduta terapéutica.
Observaram que uma parte dos pacientes nédo relatava a existéncia de
episédios traumaticos prévios. Aventaram, entdo, a hipétese da associacao
de fatores intrinsecos e biomecanicos no desenvolvimento da tendinopatia
(Funk DA, Cass JR, 1986).

Downey et al. (1988) observaram a presenca de valores sistémicos
elevados do fator reumatoide em dois pacientes com diagnostico de
tenossinovite e rotura do TTP (Downey et al., 1988). Myerson et al. (1989)
demonstraram a associacao da DTTP com a positividade de marcadores das
doencas inflamatorias soronegativas, como o complexo antigeno leucocitario
humano (HLA) (Myerson et al., 1989).

Frey et al. (1990) descreveram uma zona de hipovascularizagédo do TTP,
localizada posterior e distal ao maléolo medial. Relataram que esta area de

perfusdo tecidual limitrofe e o seu aspecto anatdbmico caracteristico, ao



2 Revisédo da Literatura 14

realizar uma angulagédo aguda para anterior, seriam responsaveis pela maior
fragilidade do tend&o e predisposicdo a DTTP (Frey et al., 1990).

Holmes e Mann (1992) verificaram a associacao entre a presenca da
DTTP e comorbidades clinicas, como a hipertensdo, obesidade, diabetes
mellitus, e também com cirurgia ou trauma prévio na regido medial do p€, bem
como, 0 uso crbnico de corticosteroide. Tais situacdes contribuem para o
processo degenerativo tendineo devido ao comprometimento da sua
microcirculacdo e a diminuicdo da perfuséo tecidual (Holmes & Mann, 1992).

Michelson et al. (1995) constataram que, em pacientes portadores de
artrite  reumatoide, o processo inflamatorio sistémico afeta ndo s6 a
integridade do TTP, como também é responsavel pelo comprometimento das
articulaces do retropé e de seus respectivos ligamentos. Essa degeneracao
articular resulta em maior instabilidade e, consequentemente, contribui para o
agravamento da deformidade em plano valgo (Michelson et al., 1995).

Mosier et al. (1999) observaram, nos tenddes de pacientes portadores
de DTTP, por meio da avaliacdo histopatoldgica, a presenca de tendinose
degenerativa em vez de um processo inflamatorio. Relataram que ha resposta
reparativa inespecifica a lesdo tecidual, caracterizada por degeneracao
mucinosa, hipercelularidade de fibroblastos, presenca de metaplasia
condroide e neovascularizacdo. Estas alteracbes comprometem o tendao e
predispdem a sua ruptura sob cargas fisiol6gicas. Nao determinaram, no
entanto, se essas mudancas precedem ou ocorrem posteriormente ao
desenvolvimento da disfuncédo tendinea (Mosier et al., 1999).

Bare e Haddad (2001) verificaram que a sobrecarga mecanica, devido a
microtraumas de repeticédo, representa fator etiologico da DTTP. Os tenddes
submetidos ao estresse evoluem com modifica¢des estruturais degenerativas
associadas a resposta inflamatoria crénica, e a alteracdo na composi¢cédo da
matriz extracelular e a faléncia funcional (Bare & Haddad, 2001).

Petersen et al. (2002) especificaram que a area hipovascular do TTP
descrita por Frey et al. (Frey et al., 1990) esta localizada no segmento
retromaleolar medial. Demonstraram a existéncia de maior concentracéo de

tecido fibrocartilaginoso e de glicosaminoglicanos na regidao, e consequente
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maior risco de desenvolver a tendinopatia devido ao baixo potencial de
cicatrizacdo (Petersen et al., 2002).

Van Boerum e Sangeorzan (2003) relataram que a diminuicdo do arco
longitudinal medial é causada pela acdo conjunta de altera¢bes, em especial,
a DTTP, o encurtamento do triceps sural, a obesidade e a frouxiddo do
ligamento calcaneonavicular plantar (ligamento mola) e da fascia plantar (Van
Boerum & Sangeorzan, 2003).

Sanhudo e Gomes (2014) observaram que a DTTP possui associacéo
com a diferenca entre o comprimento dos membros inferiores, e determinaram
essa variacdo anatdbmica como fator de risco para sobrecarga mecéanica do

TTP e consequente disfuncdo (Sanhudo & Gomes, 2014).

2.3 O estrogénio e seus receptores celulares

Os estrogénios sdo hormonios sexuais que atuam diretamente no
sistema reprodutor feminino e sdo responsaveis, principalmente, pelo
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias, regulacdo dos
ciclos menstruais durante a vida reprodutiva da mulher, preparacdo dos
tecidos para acdo da progesterona, manutencdo da massa 0ssea, regulacdo
da sintese de lipoproteinas, manutencédo do trofismo urogenital, regulacao da
resposta a insulina, e manutencdo do comportamento e da capacidade
cognitiva (Alcazar et al., 2010). Além disso, atingem diversos outros 6rgaos e
sistemas, como o musculoesquelético (Riggs & Melton, 1992; Turner et al.,
1994; Weinstein & Manolagas, 2000; Bord et al., 2001; Bryant et al., 2008),
cardiovascular, imunoldgico e sistema nervoso-central (Katzenellenbogen et
al., 1995).

A via metabdlica dos estrogénios se inicia nas células esteroidogénicas,
nas quais ha sintese de hormonios sexuais precursores, a partir do colesterol.
Este ultimo é captado por receptores de lipoproteinas das membranas
celulares, transportado por proteinas carreadoras do citoesqueleto do citosol

para o interior das mitocondrias, onde sofre a acdo das enzimas do citocromo
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P450 e consequente reducdo do numero de atomos de carbono (Kendall &
Eston, 2002).

Em seguida, ocorre a aromatizacdo nos reticulos endoplasmaticos, pela
acdo da enzima aromatase, principalmente nas células da granulosa dos
ovarios, durante a fase reprodutiva. A aromatase tem a capacidade de
converter os androgénios em estrogénios, sejam eles produzidos em tecidos
distantes ou adjacentes. As células dos tecidos adiposos e pele utilizam o
androgénio, a androstenediona produzida no cértex da adrenal. Ja as células
da granulosa ovariana recebem das células vizinhas da teca interna (Nelson
& Bulun, 2001).

A acdo da aromatase ocorre, essencialmente, nas células ovarianas,
adiposas e cutaneas; acontece, também, em outros tecidos extragonadais,
tais como o neural, o hepatico, o mamario, o testicular, o muscular e o 6sseo.
A partir dos androgénios, sao formados trés tipos de estrogénios: a estrona
(E1), atinge maior concentracdo apds a menopausa; o estradiol (E2), mais
potente e em maior quantidade durante a vida reprodutiva; e o estriol (E3),
formado apés a hidroxilacdo da E1 (Gruber et al., 2002).

Durante o ciclo menstrual regular, os estrogénios atingem o pico de
concentracdo sérica durante a fase pré-ovulatoria e, na fase pré-menstrual, o
menor nivel de concentracdo. Ao longo do processo de envelhecimento, com
a faléncia dos foliculos ovarianos ap6s a menopausa, ocorre queda
consideravel na sua producdo; passa a ocorrer nos tecidos extragonadais,
principalmente no tecido adiposo, na pele, nos rins e no cérebro (Goji, 1993).

Na fase reprodutiva da mulher, o estrogénio é, majoritariamente, liberado
na corrente sanguinea e atua em orgéaos distantes da sua producéo (funcéo
endocrina). Ja na fase da pés-menopausa, passa a exercer a acao no proprio
tecido produtor (funcdo autécrina) ou nos tecidos adjacentes (fungéo
paracrina) (Cui et al., 2013).

O estrogénio é uma pequena molécula lipofilica e entra na célula-alvo
por difusdo através da membrana plasmatica (Welboren et al., 2009). A acdo
molecular tem inicio no citoplasma celular, apos a sua ligacdo aos receptores

estrogénicos (Nilsson & Gustafsson, 2000). Os ultimos sdo proteinas de
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transcricdo pertencentes a superfamilia dos receptores nucleares hormonais
ligantes dependente, da qual fazem parte também varios outros receptores
hormonais, como o0 receptor androgénico e receptor de glicocorticoide
(Welboren et al., 2009).

Existem trés tipos de RE descritos, sendo 0s mais prevalentes o receptor
alfa e o receptor beta (Prossnitz et al., 2007). A distribuicdo tecidual destes
RE é variavel. Ambos podem ser expressos no mesmo tecido ou em tecidos
distintos em niveis variados (Nilsson et al., 2001). A expressdo dos RE1
prevalece em regides como endométrio, células da mama, estroma ovariano,
células de Leydig testiculares, epididimo, osso, musculo esquelético, figado,
rins, tecido adiposo e cérebro. Ja o RE2 predomina nas células endoteliais
vasculares, rins, mucosa intestinal, parénquima pulmonar, cérebro, epitélio
prostético, testiculos, células da granulosa nos ovarios, glandulas salivares e
medula 6ssea (Kos et al., 2001; Gruber et al., 2002; Nilsson & Gustafsson,
2011).

O gene que codifica o RE1l esta localizado no braco longo do
cromossomo 6, no loci 6g25.1 e possui 8 éxons e 7 introns. J& 0 gene que
codifica 0 RE2 esta localizado no braco longo do cromossomo 14, no loci
14922-24, e também é dividido em 8 éxons e 7 introns (Kuiper et al., 1996;

Gruber et al., 2002).
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Figura 3 - Representacao grafica da localizacdo do gene que codifica o RE1
no cromossomo 6 e 0 RE2 no cromossomo 14.
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Esses receptores contém uma arquitetura molecular semelhante e séo
constituidos por 6 regides (ou dominios) independentes denominadas de A a
F, que possuem funcgBes especificas, mas interagem entre si (Nilsson et al.,
2001). Assemelham-se em cerca 18% de homologia na regido A N-terminal;
em 97% na regidao de ligacdo ao ADN; em 30% na regiao D; em 59% nos
dominios de ligagdo ao hormdnio e, em 18%, na regido C-terminal (Kuiper et
al., 1996; Osborne et al., 2000; Green et al., 1986). O éxon 1 codifica as
regides A/B. Os éxons 2 e 3 codificam parte da regido C. O éxon 4 codifica a
porcdo restante da regido C, todo o dominio D, e a por¢cado amino-terminal da
regido E. Os éxons 5 a 8 codificam a regido E, sendo a Ultima, a regido F,
codificada pelo éxon 8 (Nott et al., 2008).

AF-1 oBp  [Dobradica LBD/ AF-2
L 1 L 1 1 ]
) 1 ) 1 1
1 180 263 302 553 595
RE1 s o Carboxi
N Terminal « L Terminal
1 144 227 255 500 530
RE2 Carbox|
N Terminal a — ° Terminal
% Homologia 17% 9a7%  30% 55% 18%
2e/elypers

Figura 4 — Representacao gréfica da estrutura dos dominios funcionais dos
RE. DBD — Dominio de ligacdo ao acido desoxirribonucleico (ADN); LBD —
Dominio de ligacdo ao hormonio. AF — ativagdo da transcrigao.

A regido N-terminal (dominios A e B) tem papel na ativacdo do receptor,
independente da ligagdo ao horménio. Possui funcdo de ativacdo da
transcricdo 1 (AF-1), a qual é envolvida nas interacbes com as proteinas
correguladoras na ativacao transcricional da expresséao do gene-alvo (Nilsson
& Gustafsson, 2011).

Na porc¢ao central, correspondente a regido C, estd o dominio de ligacao
com o ADN. E constituido por duas alcas em "dedos de zinco", as quais
contém entre 60-70 aminoacidos e uma regidao carboxi-terminal. Na base do

primeiro dedo de zinco, estdo os aminoacidos importantes para a ligagao ao
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ADN. Ja os aminoacidos do segundo dedo de zinco estdo relacionados a
dimerizacéo do receptor (Nilsson & Gustafsson, 2011).

A regiao D esta localizada entre o dominio C e E, e permite a rotacdo do
dominio de ligagdo ao ADN. Contém sequéncias de aminoécidos que
promovem a localizacdo nuclear, as quais sdo alvo de modificagbes pos-
translacionais que influenciam na atividade e degradacédo dos RE (Nilsson &
Gustafsson, 2011).

A maior parte do dominio carboxi-terminal E/F € composta pela porcao
de ligacdo ao hormdnio (E), que também participa da dimerizacdo do RE e da
interacdo com proteinas reguladoras, principalmente pela funcao de ativacao
da transcricéo 2 (AF-2) (Ascenzi et al., 2006; Nilsson & Gustafsson, 2011). O
dominio F ndo apresenta capacidade de ligacdo com o estrogeno, e sua
funcdo esta, basicamente, relacionada a dimerizacdo do RE e a interacdo com
proteinas reguladoras (Osborne & Schiff, 2005; Sonoda et al., 2008; Nilsson
& Gustafsson, 2011).

Os RE permanecem no citoplasma celular em estado inativo devido a
ligacBes entre seu dominio especifico de ligagdo ADN-receptor com proteinas
estabilizadoras, como a "heat shock protein” (Hsp90) (Welboren et al., 2009).
Apos a entrada do estrogénio no citoplasma e sua ligacdo ao RE, ocorre uma
sequéncia de eventos que se inicia com a dissociacdo das Hsp90 como o RE,
0 que, por sua vez, provoca a dimerizacao do receptor com a formacgao de um
homodimero ou heterodimero de RE estavel. Entdo, o dominio ADN-receptor
€ exposto para que possa atuar na transcricdo génica especifica, uma vez no
interior do nucleo (Smith & Toft, 1993).



2 Revisédo da Literatura 20

ceptor
L% Q¥ Estrogénio

Proteinas
+ Estabilizadoras

Hormbdmio

Figura 5 - Representacao gréafica do Modelo da acdo do estrogénio na via do
Receptor de Estrogénio.

Os complexos RE-estrogénio formados, estimulados pela proteina do
citosol chamada caveolina-1, difundem-se para o interior do nucleo e se ligam
ao ADN diretamente (via classica) ou indiretamente (via ndo classica)
(Welboren et al., 2009). Pela via classica, os RE dimerizados, por meio de
seus dominios de ligacdo ao ADN, ligam-se a sequéncias especificas das
regibes promotoras do ADN, chamadas de elementos de resposta ao
estrogénio (ERE) (Schlegel et al., 1999). Na via néo classica, o RE dimerizado
se liga ao ADN por intermédio de outros fatores de transcricdo, como a
proteina Spl, a proteina de ativacdo 1 (AP-1) ou fator nuclear kappa-b (NF-
kB), e regulam a transcricdo de maneira independente ao ERE (Welboren et
al., 2009).

Apés esta fase, os complexos RE-ADN (via classica) ou RE-fator de
ativacdo (via ndo classica), por meio dos sitios AF-2 (dominio E) ou AF-1
(dominio A/B), respectivamente, recrutam proteinas correguladoras ou
cofatores para modular a transcricdo génica (Schlegel et al.,, 1999). Os
cofatores sdo grandes complexos proteicos que estimulam (coativadores) ou

inibem (correpressores) a transcrigdo ao modificar a cromatina e possibilitar —
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ou ndo — a acdo do acido ribonucleico (ARN) polimerase para a transcrigcdo do
acido ribonucleico mensageiro (ARNm) (Klinge, 2009). Essas séo as formas
pelas quais os RE interferem diretamente na traducdo proteica e,
consequentemente, na resposta fisioldégica a acdo hormonal.

Ja foi descrita uma pluralidade de genes que respondem a acdo do
estrogénio (Carroll et al., 2005; Stender et al.,; Kwon et al.,, 2007). Este
horménio é capaz de ativar ou inibir diversos genes-alvo, incluindo aqueles
envolvidos na regulacéo e na proliferacdo do ciclo celular, na apoptose e na
regulacdo da transcricdo (Saxon et al., 2005; Welboren et al., 2009).

Hipoteticamente, qualquer alteracdo neste complexo sistema molecular
gue resulte em modificacdo da resposta inicialmente esperada pela acao
hormonal pode acarretar o desenvolvimento de patologias (Barone et al.,
2010; Farooq, 2015).

2.4 A influéncia do estrogénio no metabolismo tendineo

Apesar das inimeras evidéncias a respeito da atuacao estrogénica nas
diferentes estruturas que compdem o sistema musculoesquelético (Dempster
& Lindsay, 1993; Carlson et al., 1994; Liu et al., 1997; Yu et al., 2001; Claassen
et al., 2005; Lane; Faibish et al., 2006), a sua influéncia na homeostase do
tecido tendineo ainda néo esta definida.

Tiidus et al. (2001) demonstraram, em estudo experimental em ratos, o
efeito protetor relacionado a suplementagdo de estrogénios, com menor
incidéncia de inflamagéo e lesbes musculares induzidas por exercicio, em
comparacao aos controles (Tiidus, 2001). Contudo, estes achados nao foram
reproduzidos em estudo subsequente com seres humanos (Tiidus & Enns,
2009).

Savage e Clarkson (2002) avaliaram o grau de lesdo muscular apos
exercicios de contragdo excéntrica de musculos flexores do cotovelo, em um
grupo de mulheres na fase reprodutiva que faziam uso de contraceptivos orais
combinados de estrogénio e progesterona, e compararam com O grupo-

controle. Verificaram que o grupo que fez uso do hormdénio exdgeno
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apresentou recuperacdo da forca muscular mais tardiamente (Savage &
Clarkson, 2002).

Holmes e Lin (2006) estudaram possiveis fatores etioldgicos — entre eles,
hipertensao, diabetes, obesidade e uso de hormdnios — em pacientes com
tendinopatia sintomética do tenddo calcaneo. Encontraram um aumento
significativo da prevaléncia da doenca em 68% das mulheres que fizeram uso
de terapia de reposicdo hormonal e 44% naquelas que utilizaram
anticoncepcionais orais, em comparacdo aos controles. Os autores
concluiram que havia a influéncia do estrogénio sobre o desenvolvimento da
tendinopatia do tendé&o calcaneo (Holmes & Lin, 2006).

Cook et al. (2007) estudaram a frequéncia de alteracbes do tendao
calcaneo em mulheres na pos-menopausa que faziam ou ndo uso de terapia
de reposicdo hormonal (TRH). Evidenciaram maior prevaléncia de
tendinopatia no grupo sem o uso da reposicdo, bem como, maior
espessamento patoldgico do tenddo. Os resultados sugerem que a TRH
poderia reduzir a incidéncia de anormalidades estruturais e funcionais, porém
nao elucidam por qual mecanismo (Cook et al., 2007).

Miller et al. (2007) compararam a sintese de colageno tendineo entre
homens e mulheres, na fase reprodutiva, antes do esforco fisico e apos
realiza-lo. Encontraram valores mais baixos na taxa da sintese de colageno
tendineo nas mulheres do que nos homens, tanto em repouso quanto apos
72h de exercicio. Os resultados demonstram diferenca entre géneros, o que
€ compativel com a hip6tese de que os horménios sexuais, como o estrogénio,
podem alterar o metabolismo da sintese de colageno induzida por exercicio
fisico (Miller et al., 2007).

Magnusson et al. (2007) também estudaram a sintese de colageno dos
tendées humanos induzida pelo exercicio; as propriedades mecanicas e
morfologia desses tecidos, e em que medida ela é influenciada pelos niveis
de estrogénios circulantes. Verificaram que, em virtude dos elevados niveis
de estrogénio seérico, as mulheres apresentaram menor taxa de sintese de
coldgeno apos o exercicio, em comparagdo aos homens, bem como, menor

resisténcia mecanica dos seus fasciculos tendineos. Quando atentaram, no
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entanto, para as diferentes fases do ciclo menstrual, constataram que a
sintese colagena era superior no periodo folicular precoce, quando a
concentragéo sérica dos estrogénios é inferior (Magnusson et al., 2007).

Hansen et al. (2008) estudaram a relacdo dos niveis séricos de
estrogénio e a sintese de coldgeno nos tenddes. Compararam dois grupos de
mulheres, sendo um usuario de contraceptivo oral e outro controle. Apds as
analises moleculares, observaram que o grupo que utilizava o horménio
apresentava menor concentracdo de fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 (IGF1), o qual atua como fator anabdlico para os fibroblastos
produzirem colageno e, consequentemente, verificaram menor taxa de
producdo em relacdo ao controle (Hansen et al., 2008).

Bryant et al. (2008) avaliaram os efeitos da variagdo hormonal
estrogénica e a implicacdo disso na biomecanica do tendao calcaneo, ao
comparar mulheres jovens que faziam uso de anticoncepcionais orais
monofasicos com quem néao utilizava horménios. Verificaram que a flutuacéo
hormonal fisioldgica do ciclo menstrual ndo altera a tensdo e a funcédo do
tenddo. Encontraram, contudo, menor resisténcia tendinea nas mulheres que
utilizavam contraceptivo oral monofésico (Bryant et al., 2008).

Burgess et al. (2009) estudaram a influéncia dos diferentes niveis séricos
hormonais durante o ciclo menstrual e as propriedades mecanicas do tendao.
Nao observaram diferenca significativa em relagdo a rigidez, ao comprimento
e ao diametro do tenddo ao longo da oscilagdo das concentragbes do
estrogénio e da progesterona (Burgess et al., 2009).

Hansen et al. (2009) avaliaram a influéncia do estradiol na sintese de
colageno de tendbes, musculos e ossos. Compararam dois grupos de
mulheres na fase reprodutiva, sendo um usuario de contraceptivo oral em
altas doses e outro na fase do ciclo menstrual com menor concentracao sérica
hormonal. Apds sobrecarga mecéanica imposta, encontraram menores indices
de sintese de colageno nas trés estruturas avaliadas no grupo com alta
concentracéo hormonal (Hansen et al., 2009).

Hansen et al. (2009) pesquisaram se 0s niveis séricos de estrogénio

sintético influenciam na sintese de colageno dos tenddes em repouso e apés
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estimulos por exercicios em mulheres na pds-menopausa. Além disso,
avaliaram se a terapia de reposicdo hormonal provoca alteracdo do diametro
dos tenddes patelares, bem como se adiciona risco de desenvolver
tendinopatia. Encontraram aumento na sintese do colageno do tend&o e maior
quantidade de fibrilas de médio tamanho no grupo que fazia reposicéo
hormonal (Hansen et al., 2009).

Circi et al. (2009), em estudo experimental em ratos, avaliaram a
histologia e a biomecéanica dos tenddes dos animais ooforectomizados e de
grupo-controle. Encontraram menor resisténcia as for¢as de tensdo no grupo
ooferectomizado, assim como, maior resposta inflamatéria, associada a maior
proliferacdo e densidade dos fibroblastos no grupo-controle. Verificaram,
assim, que o estrogénio enddgeno poderia influenciar positivamente a
cicatrizacdo do tendao calcaneo em ratos (Circi et al., 2009).

Burgess et al. (2010) avaliaram a influéncia dos niveis hormonais, nas
diferentes fases do ciclo menstrual, em mulheres no periodo reprodutivo que
nao utilizavam contraceptivos orais. Observaram que, independentemente da
concentracdo sérica de estrogénio, ndo houve alteracdo das propriedades
biomecanicas do tendao patelar (Burgess et al., 2010).

Bridgeman et al. (2010) encontraram a expressdo dos receptores
estrogénios alfa e beta nos tendcitos do TP de 8 individuos com DTTP e
controles. No estudo, ndo evidenciaram diferenca significativa entre os
grupos, devido ao baixo niumero de elementos da sua amostra. (Bridgeman et
al., 2010).

Torricelli et al. (2013) estudaram a relacdo entre a proliferacdo e o
metabolismo dos tendécitos e 0 seu envelhecimento em ratos jovens, ratos
fémeas adultas e ooforectomizadas. Nesse trabalho, também averiguaram a
capacidade de cicatrizacdo celular associada a deficiéncia estrogénica.
Observaram que a animais ooforectomizados apresentavam menores taxas
de proliferacdo celular e de producdo de colageno tipo I, agrecano e de
elastina em comparacéo a populacao jovem. Além disso, constataram que a
concentracdo de MMP-13 e do fator de crescimento endotelial vascular

(VEGF) era maior no grupo com caréncia hormonal com menor capacidade
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de cicatrizacao e proliferacdo das células tendineas e menores concentracdes
de colageno | e de 6xido nitrico (Torricelli et al., 2013).

Hansen et al. (2013) estudaram a influéncia dos contraceptivos orais
(CO) na mecanica do tenddo em mulheres praticantes de atividade fisica na
fase reprodutiva, quando comparadas a controles. N&o encontraram
diferencas entre os grupos em relacao as propriedades mecanicas do tendao
e caracteristicas das fibras tendineas (Hansen et al., 2013).

Aydin et al. (2013) avaliaram os efeitos da caréncia estrogénica, a curto
e longo prazo, nos tendbes calcaneos de ratos. Observaram aumento
significativo nos indices apoptéticos dos tendcitos dos animais submetidos a
ooforectomia, quando comparados aos controles (Aydin et al., 2013).

Huisman et al. (2014) analisaram a expressao dos genes codificantes de
alguns componentes da matriz extracelular dos tenddes de coelhos e sua
relacdo com a caréncia estrogénica provocada por ooforectomia. Encontraram
menor expressao génica dos genes codificantes das agrecanas, biglicanas
decorinas e versicanas no grupo operado em comparac¢ao ao grupo-controle.
Atribuiram essa menor expressdo genética ao potencial efeito sistémico do
estrogénio (Huisman et al., 2014).

Oliva et al. (2016) realizaram uma revisdo sistematica acerca da
influéncia de diversos horménios e as tendinopatias. Constataram que, em
estudos in vivo em humanos, os estrogénios afetam negativamente a funcéo
tendinea por diminuir a quantidade de tecido conectivo, estreitar o seu
didmetro e conferir menor resisténcia (Oliva et al., 2016).

2.5 Os polimorfismos genéticos

2.5.1Conceito

Os polimorfismos genéticos representam variacdes na sequéncia
original de nucleotideos que compdem o acido desoxirribonucleico (ADN) e
estdo relacionados com a biodiversidade, variacdo genética, adaptacao e

evolucdo. Estdo presentes em, aproximadamente, 1% da populacéo
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considerada geneticamente normal e podem ocorrer de forma multivariada
(Alcazar et al., 2010).

Entre os tipos de polimorfismos descritos, estdo os de um Unico
nucleotideo, ou SNP (single nucleotide polymorphism), e os microssatélites,
ou STR (short tandem repeats). Os SNP sdo os mais frequentes e
correspondem a, aproximadamente, 90% dos polimorfismos. Sé&o
caracterizados por ocorréncia de mutacgao pontual na sequéncia de ADN, com
substituicdo isolada de um Unico nucleotideo. Estdo distribuidos
uniformemente por todo o genoma, caracteristica que os torna excelentes
marcadores para estudos e mapeamentos genéticos (Garcia-Closas &
Chanock, 2008). Os microssatélites apresentam repeticdes caracteristicas de
sequéncias especificas de nucleotideos, com unidade basica de mensuracao
de, aproximadamente, 2-6pb. O numero de repeticdes em um loci génico
ocorre de maneira variavel entre individuos e, assim, pode ser utilizado como
marcador polimorfico no rastreamento de linhagens genéticas (Schuit et al.,
2004).

Embora a maioria dos polimorfismos seja funcionalmente neutra, isto &,
ocorra nas regides nao codificantes dos genes e ndo conduzam a alteracoes
de aminoacidos na proteina a ser traduzida, parte deles pode provocar
modificacdes especificas em toda maquinaria da transcricdo génica, como
alteracdes na estrutura e na estabilidade gendmica do ADN (Zhang & Yu,
2007), no processo de splicing do ARN (Nott et al., 2008) e na dobragem do
ARNmM (Shen et al., 1999). Além disso, esses polimorfismos também podem
estar em desequilibrio de ligacdo com outras variagcbes da sequéncia
reguladora que interferem na expressao e na fungcédo dos genes-alvos (Stavrou
et al., 2006).

Assim, a presenca dessas variacdes é capaz de interferir na expressao
génica e influenciar na sintese proteica e, consequentemente, provocar
transformacdes no fendtipo, como, por exemplo, interferir na susceptibilidade
e resisténcia a determinada doenca, ou modificar a resposta a farmacos (Nott
et al., 2008).
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2.5.2 Os polimorfismos dos genes dos receptores estrogénicos

2.5.2.1 SNP Pwvull e Xbal do receptor de estrogénio alfa

A variacdo SNP Pwvull (rs2234693) detecta a substituicio de uma base
nitrogenada citosina por timina (C/T) na posi¢cao -397 antes do éxon 2 (T-
397int1C), enquanto o SNP Xbal (rs9340799) detecta a substituicdo de uma
guanina por adenina (G/A) na posicédo -351 antes do éxon 2 (A-351int1G) (Hall
& McDonnell, 1999).
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Figura 6 - Representacao grafica da estrutura do gene que codifica o RE1,
dos seus dominios funcionais e a localizagéo dos respectivos polimorfismos.
Exons codificantes sdo representados por quadrados.

2.5.2.2 SNP Alul do receptor de estrogénio beta

A variacdo SNP Alul (rs4986938) detecta a substituicdo de uma guanina
por adenina (G/A) na posicao -1730 do éxon 8 (Sundarrajan et al., 2001).
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Figura 7 - Representacao grafica da estrutura do gene que codifica 0 RE2,
dos seus dominios funcionais e a localizagdo dos respectivos polimorfismos.
Exons codificantes sao representados por quadrados.

2.5.30s polimorfismos e as tendinopatias

Jozsa et al. (1989), em estudo epidemiol6gico com 832 individuos com
diagnéstico de rotura tendinea, observaram maior frequéncia de tipagem
sanguinea tipo O (57%) nesses pacientes, quando comparados a populacdo
em geral (31,1%). Relataram, ainda, maior frequéncia (68,7%) nos casos de
roturas multiplas ou novas roturas em tenddes previamente lesionados (Jozsa
et al., 1989).

Mokone et al. (2005) demonstraram a associacdo entre o polimorfismo
da regido promotora do gene da tenascina-C, localizado no cromossomo
9g32-g34, e a tendinopatia do tenddo calcaneo, por meio da pesquisa de
microssatélites GTn. Observaram maior frequéncia dos alelos com 12 (18,9%)
e 14 (9,2%) repeticdes em 114 individuos do grupo teste quando comparados
a 127 controles (10,2% e 0,8%, respectivamente). Constataram, ainda, que
0s pacientes que possuiam estes alelos (GT12 e GT14) apresentavam chance
seis vezes maior para desenvolver a tendinopatia (Mokone et al., 2005).

Mokone et al. (2006) verificaram, em caucasianos, a associagao entre o
diagnéstico de tendinopatia do calcaneo e a presenca de polimorfismos no

gene que codifica a cadeia alfa 1 do colageno V (COL5A1), mais
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especificamente, os SNP BstUI (rs12722) e Dpnll (rs13946). Esse trabalho,
que incluiu 111 casos e 129 controles, observaram maior frequéncia do alelo
A2 do COL5AL1 e 2,6 vezes menor chance de desenvolvimento da patologia
nos pacientes controles (Mokone et al., 2006).

September et al. (2008) investigaram a associacdo de tendinopatias e
roturas do tenddo calcaneo com a presenca de polimorfismos dos genes
codificadores do coldgeno, como o SNP Bsrl (rs240736) e Alul (rs970547) —
genes que codificam os colagenos XIlI (COL12A1) — e BstYI (rs4870723) e
Sspl (rs1563392) — codificadores do colageno XIV (COL14Al). Participaram
do estudo 93 caucasianos portadores de tendinopatia cronica, 44 com
diagnoéstico prévio de rotura e 131 controles. Ndo foram encontradas
diferencas estatisticas significantes entre os grupos (September et al., 2008).

September et al. (2009) estudaram a associacao entre a tendinopatia
cronica e as variacdes genotipicas do COL5A1 RFLP BstUI (rs12722), Dpnll
(rs13946), rs10858286, rs3196378, rs11103544, rs4504708 e rs3128575 em
dois grupos de diferentes origens; sul-africana (93 casos e 132 controles) e
australiana (85 casos e 210 controles). Encontraram associagdo significativa
entre a tendinopatia e os polimorfismos rs12722 e rs3196378 nos individuos
de origem australiana. Em ambas as populacdes, portadores do gendétipo CC
para COL5A1 RFLP BstUl apresentaram menor risco de desenvolver a
tendinopatia quando comparados aos outros genotipos estudados. O gendétipo
TC das variagcbes rs12722 e rs3196378 apresentaram maior frequéncia
apenas nos individuos de origem sul-africana, com diagndéstico de
tendinopatia, o que poderia conferir maior risco de desenvolver a doenca
(September et al., 2009).

Raleigh et al. (2009) pesquisaram a associagao entre as variagoes
genotipicas das posi¢fes rs679620, rs591058 e rs650108 do gene que
codifica a metaloproteinase da matriz extracelular 3 (MMP3) e o diagndstico
de tendinopatia e/ou ruptura do tendao calcaneo em 114 casos e 98 controles.
Encontraram associacéo entre tendinopatia e presenca dos genotipos GG da
variacédo rs679620, CC da variagao rs591058 e AA da variagcédo rs650108.

Verificaram, ainda, menor frequéncia do haplétipo ATG (das variagOes
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rs679620, rs591058 e rs650108) nesse mesmo grupo. Demonstraram, ainda,
que os alelos G da rs679620 e T da rs12722 do gene COL5A1 estariam
associados com maior risco de desenvolver tendinopatia. Nao encontraram
associacdo entre os polimorfismos estudados com o diagndstico de ruptura
tendinea (Raleigh et al., 2009).

Posthumus et al. (2009) ndo encontraram associagdo dos mesmos
diagnésticos com a variacdo polimorfica SNP rs 1800012 do sitio de ligacéo
Sp-1 do gene que codifica a cadeia alfa-1 do colageno | (COL1A1) quando
estudaram 126 casos e 126 controles de origem sul-africana (Posthumus et
al., 2009)

September et al. (2011), em um estudo caso-controle em duas
populacdes, australiana e sul-africana, avaliaram associacao entre a presenca
de polimorfismos nos genes codificadores das interleucinas (IL) — IL-1pB, IL-
1RN e IL-6 — e a tendinopatia do tend&o calcaneo. Pesquisaram a existéncia
dos polimorfismos SNP rs1143627 e rs16944, referentes a IL-1B, o
microssatélite rs2234663, da IL-1RN, e o SNP rs1800795, relacionado a IL-6,
em 175 casos e 369 controles. Compararam, também, a frequéncia destes
polimorfismos com os alelos SNP COL5A1 RFLP BstUI (rs12722). Na analise
isolada dos genes, ndo encontraram associacdo entre nenhum polimorfismo
e a tendinopatia. Apos a combinacéo dos cinco alelos e a estratificacdo dos
grupos por género e nacionalidade dos participantes, entretanto, os resultados
mostraram um forte e significativo aumento de risco para desenvolver a
tendinopatia na presenca dos polimorfismos (September et al., 2011).

Godoy-Santos et al. (2011) descreveram a associacdo entre o
polimorfismo SNP RFLP -799 C-T (rs11225395) — gene que codifica a
metaloproteinase 8 da matriz extracelular (MMP8) — e a tendinopatia do tibial
posterior. Observaram maior frequéncia dos alelos C (71%) e T (64,3%) em
individuos com a tendinopatia, quando comparados aos controles (29% e
35,7%, respectivamente). Tais resultados sugerem a atuacao do polimorfismo
estudado como fator de risco para a TTP (Godoy-Santos et al., 2011).

Saunders et al. (2013) investigaram a frequéncia das variacdes

genéticas SNP dos genes codificantes da tenascina-C nas posi¢des rs13321,
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rs2104772 e rs1330363, e do colageno XXVII (COL27A1), nas posi¢coes
rs4143245, rs1249744, rs753085, rs946053 em 173 individuos de origem sul-
africana e australiana portadores da tendinopatia do calcaneo e 339 controles.
Nao observaram diferencas significativas nos genétipos ou frequéncia dos
alelos nas posicoes rs4143245, rs1249744, rs753085, rs946053, e rs13321.
Verificaram, no entanto, que individuos do grupo de estudo apresentavam
menor frequéncia dos alelos T (posi¢ao rs2104772) e maior frequéncia dos
alelos G (posicdo rs1330363). O haplétipo GCA da tenascina-C
(rs946053/rs13321/rs2104772) se mostrou mais frequente nos casos (27%)
do que nos controles (18%). Descreveram também que a presenca do alelo T
do polimorfismo (G>T) rs946053 estaria relacionada com a eliminacéo do sitio
de ligacdo do fator de transcricdo c-Myc, 0 que provocaria expressao
inapropriada do COL27A1 (Saunders et al., 2013).

Abrahams et al. (2013) estudaram em caucasianos a relacdo entre
tendinopatia do calcaneo e presenca de polimorfismos SNP especificos de
regiao funcional do gene codificante da cadeia alfa-1 do colageno V (COL5A1)
— rs71746744, rs16399 e rs1134170 — assim como do gene MIR-608
(rs4919510), o qual contém alguns elementos funcionais da transcricdo, como
os sitios de ligacdo Has-MIR-608. Encontraram maior frequéncia dos
polimorfismos estudados em 160 individuos com diagndstico de tendinopatia,
guando comparados a 342 controles. Constataram, ainda, que os portadores
dos polimorfismos do gene COL5A1 apresentavam alteracdes estruturais dos
ARNmM do coldgeno V —potencialmente interferindo na sua traducao.
Concluiram, ainda, que os individuos do grupo-caso apresentam duas vezes
maior risco de desenvolver a doencga (Abrahams et al., 2013).

Godoy-Santos et al. (2013), em estudo caso-controle envolvendo 50
mulheres com diagndstico de TTP e 100 controles relataram quatro vezes
maior risco de desenvolvimento da tendinopatia em individuos portadores do
polimorfismo —1607 na regido promotora do gene da metaloproteinase 1 da
matriz extracelular (MMP1). Relataram diferenca significante na frequéncia
dos alelos — 1G (22% vs 75%) e 2G (78% vs 25%) — e gendétipos estudados —
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1G/1G (16% vs 62%), 2G/2G (72% vs 12%) e 1G/2G (12% vs 26%) —em
testes e controles, respectivamente (Godoy-Santos et al., 2013).

El Khoury et al. (2013) verificaram associacdo entre tendinopatia do
calcaneo e o polimorfismo do gene TIMP2 (rs4789932), que codifica
importante inibidor das metaloproteinases. Observaram maior e menor
frequéncias, respectivamente, dos gendtipos CT (56,7% vs 42,4%) e CC
(26,6% vs 36%) em 115 casos quando comparados a 98 controles. Nao foi
encontrada associacdo da tendinopatia com outras variacdes poliméficas SNP
estudadas: genes ADAMTS2 (rs1054480), ADAMTSS (rs 226794),
ADAMTS14 (rs4747096), ADAMT12 (rs3740199), codificadores das N-
propeptidases dos procolagenos I, Il e lll (El Khoury et al., 2013).

Hay et al. (2013) ndo encontraram diferenca na distribuicdo dos
diferentes alelos e gendtipos dos polimorfismos SNP dos genes que codificam
o colageno XlI —rs3753841 (COL11A1), rs1676486 (COL11A1) e rs1799907
(COL11A2) — quando comparados isoladamente entre 184 individuos com
tendinopatia e 338 controles. Na avaliacdo combinada das trés variacoes,
porém, observaram maior frequéncia do pseudo-haplétipo TCT (25,9% vs
17,1%) nos casos em comparacao aos controles (Hay et al., 2013).

Pruna et al. (2013), em estudo retrospectivo com 73 futebolistas
profissionais — com historico de lesGes nao trauméticas musculares,
ligamentares e tendineas —ndo encontraram associacdo entre diferentes
polimorfismos SNP estudados (ELN, TTN, SOX15, IGF-2, quimiocina, CCL2,
COL1A1, COL5A1 e TNC) e a ocorréncia de tendinopatias (Pruna et al., 2013).

Motta et al. (2014), investigaram, em 203 individuos com tendinopatia do
manguito rotador e 207 controles, a presenca de 23 polimorfismos SNP em
seis genes relacionados ao processo de degeneracao e reparacao tendinea,
sendo eles o DEFB1 (rs11362 e rs1800972), DENND2C (rs10858049 e
rs10861369), ESRRB (rs4903399, rs1077430, rs2860216, rs10132091,
rs1676303, rs745011, rs4903419 e rs6574293), FGF3 (rs7932320,
rs1893047, rs12574452, rs4631909 e rs4980700), FGF10 (rs1448037,
rs900379, rs1011814, rs593307 e rs11750845) e FGFR1 (rs13317).
Observaram que os polimorfismos SNP rs1800972 do gene DEFB1, rs13317
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do gene FGFR1, rs11750845 e rs1011814, ambos do gene FGF10, além dos
haplétipos do gene FGF3 e do ESRRB, nos cromossomos 11 e 14,
respectivamente, apresentaram significativa associacdo com a tendinopatia
(Motta et al., 2014).

Erduran et al. (2014) ndo encontraram diferenca significativa na
frequéncia do polimorfismo SNP (rs1800012) do gene do sitio de ligacdo Spl
do colageno tipo |I (COL1Al), quando compararam 103 individuos com
epicondilite lateral do cotovelo e 103 controles (Erduran et al., 2014).

Foster et al. (2014) avaliaram 84 caucasianos (18-39 anos), praticantes
de atividades esportivas recreacionais, assintomaticas, e ndo encontraram
relacdo entre a presenca do polimorfismo SNP rs 12722 — gene que codifica
a cadeia alfa-1 do colageno V — e alteracdes do modulo de elasticidade e
volume do tendao patelar nestes individuos (Foster et al., 2014).

Baroneza et al. (2014) relataram maior frequéncia de diferentes
polimorfismos do gene codificador da metaloproteinase da matriz 1 (MMP1) —
1607 (rs1799750) e — 519 (rs1144393) — em 50 pacientes do sexo feminino
com diagnéstico de TTP graus 2 e 3, quando comparadas a 100 controles.
Encontraram diferenca significativa entre os grupos, sendo que tanto o alelo
G (rs1144393) quanto os haplétipos G-2G e A-2G, apresentaram risco
aumentado para desenvolvimento da tendinopatia (Baroneza et al., 2014).

Godoy-Santos et al. (2014) encontraram maior frequéncia do alelo T do
polimorfismo SNP RFLP -799 C-T (rs11225395) — gene que codifica a MMP8
—em 50 pacientes do sexo feminino com diagnéstico de TTP em comparacao
a 100 controles. Observaram também maior presenca do alelo C (72%) nos
pacientes do grupo-controle (Godoy-Santos et al., 2014).

Salles et al. (2015) avaliaram a presenca de polimorfismos SNP de
multiplos genes codificadores de proteinas relacionadas com sintese
colagena e reparo tecidual tendineo, em atletas profissionais de voleibol —
BMP4 (rs2761884, rs 17563, rs2855529, rs20710470 e rs762642), FGF3
(rs7932320, rs1893047, rs12574452, rs4631909 e rs4980700), FGF10
(rs1448037, rs900379, rs1011814 e rs593307) e FGFR1 (rs13317).
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Compararam o0s achados entre 52 esportistas com diagnoéstico de
tendinopatias diversas e 86 controles.

Evidenciaram maior presenca do haplétipo TTGGA e do alelo T
(polimorfismo rs2761884 do gene BMP4), haplotipo TGGTA (gene do FGF3)
e também do polimorfismo rs900379 (gene do FGF10) (Salles et al., 2015).

Teerlink et al. (2015), em estudo caso-controle, descreveram diferenca
significativa na presenca de polimorfismos SNP do RE2 (rs17583842 e
rs7157192) em 175 individuos diagnosticados com rotura do manguito rotador
(RMR), comparados a 2.595 controles advindos de um banco de dados
genéticos. Encontraram associacdo apenas em um dos SNP do gene
codificante do ESRRB (rs17583842). Nao constataram diferencas entre os
grupos na avaliacdo de polimorfismos dos genes que codificam DEFBI,
DENND2C, FGF3, FGF10 e FGFR (Teerlink et al., 2015).

Tashjian et al. (2016), em estudo caso-controle, avaliaram a presenca
de associacdo entre a RMR e uma ampla variedade de SNP, ao todo 257.588
de todo genoma, em 311 individuos, diagnosticados com a doenca
comparados a 2641 controles advindos de um banco de dados genéticos.
Encontraram que dois SNP, SAP30BP e SASH1, ambos de genes
relacionados com o processo celular de apoptose, foram significativamente
associados com a RMR (Tashjian et al., 2016).

Kluger et al. (2016), em estudo caso-controle, estudaram dois grupos
combinados, com 155 pacientes portadores de RMR e 76 controles
assintomaticos. Avaliaram 79 SNP localizados em 8 genes: TNC, Col5A1,
TIMP-1, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, and MMP-13. Chegaram a
conclusao de que 6 SNP no gene da tenascina-C estdo associados com RMR
(Kluger et al., 2016).
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3 METODOS

3.1 Desenho do estudo

Estudo Caso-Controle realizado no Instituto de Ortopedia e
Traumatologia (I0T), no Ambulatério da Menopausa e no Laboratério de
Investigacdo Médica 58 (LIM-58) — Laboratoério de Ginecologia Estrutural e
Molecular, ambos vinculados ao Departamento de Obstetricia e Ginecologia
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (HC-FMUSP). Pacientes que preencheram critérios de selecdo foram
divididos em dois grupos, casos e controles, que diferiram quanto a presenca
ou auséncia da DTTP. Nao houve mudancgas no desenho do estudo durante

0 seu desenvolvimento.

3.2 Aprovagdo da Comisséo de Etica e termo de consentimento

O estudo foi avaliado e aprovado pela Comissdo Cientifica do
Departamento de Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, sob o protocolo numero 971 (Anexo A) e pela
Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, sob o
namero 10166-2013 (Anexo B).

Esse projeto recebeu auxilio financeiro da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP): Processo n° 2015/19635-1
(Anexo C).

Para todos os pacientes selecionados, foi explicado o motivo e as
condi¢cdes da pesquisa, e oferecida a op¢do voluntéria de participacdo. As
concordantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE),

que explicava detalhadamente, em termos compreensiveis, 0s objetivos do
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estudo e que lhes assegurava a opcdo de abandonar a participacdo, sem

prejuizo da assisténcia médica (Anexo D).

3.3 Critérios de selecéao

As participantes foram selecionadas nos ambulatérios do Grupo de Pé e
Tornozelo do Instituto de Ortopedia e Traumatologia e da Disciplina de
Ginecologia do HC-FMUSP.

3.3.1 Critérios de incluséo

As pacientes incluidas no estudo apresentavam todos o0s seguintes

critérios:

a) género feminino;

b) faixa etaria superior a 40 anos;

c) diagndstico clinico e laboratorial de menopausa:
- doze meses em amenorreia;
- hormonio foliculo estimulante (FSH) > 45mU/mL e estradiol <

20pg/mL);

d) diagnéstico clinico de DTTP ou auséncia dele (para o grupo-
controle);

e) achados no exame de RM compativeis com o diagnoéstico de DTTP

ou auséncia completa deles (para o grupo-controle).

Os critérios clinicos utilizados para o diagnostico da DTTP foram:
presenca de dor na regido medial do tornozelo e retropé, na topografia do
trajeto do TTP, associado ou ndo as alteracbes que conferem maior
gravidade, como limitacdo e auséncia de varizacdo dindmica do retropé
durante teste da elevagcdo na ponta dos pés, diminuicdo do arco longitudinal

medial plantar, valgismo do retropé e abducao do antepé.
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Consideram-se achados compativeis com o diagnostico de DTTP, no

exame de RM, a presenca de uma ou mais das seguintes alteracdes:
a) tendinopatia insercional do TTP;
b) tenossinovite do TTP;

c) rotura intrassubstancial do TTP.

Os pacientes alocados no grupo-controle ndo apresentavam qualquer

uma das alteracdes clinicas ou de imagem previamente descritas.

3.3.2 Critérios de ndo inclusao

As pacientes que apresentassem uma ou mais das seguintes

comorbidades nao foram incluidas no estudo:
a) presenca de doencas reumatoldgicas ou imunolégicas;
b) presenca ou histérico de infec¢do do pé e tornozelo;

c) histdrico de cirurgias ou lesao traumatica no pé e tornozelo;

d) diabetes mellitus.

3.3.3 Critérios de excluséo
Foram retiradas do estudo as pacientes cujas amostras nao tivessem

material suficiente para a analise molecular.

3.4 Formacéao dos grupos de estudo

As pacientes incluidas no estudo foram divididas em dois grupos:
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Grupo-caso: 101 mulheres com diagndstico clinico e laboratorial de
menopausa e sintomatologia de tendinopatia do tibial posterior, confirmadas
tanto por avaliacao clinica quanto por exame de ressonancia magnética (RM).

Grupo-controle: 101 mulheres com diagnéstico clinico e laboratorial de
menopausa, assintomaticas e com auséncia de tendinopatia do tibial posterior

confirmadas tanto por avaliacéo clinica quanto por exame de RM.

3.5 Coleta de informacdes, exame clinico e de imagem, obtencado das
amostras e extracdo do ADN e avaliacao dos desfechos.

As pacientes participaram da pesquisa apos atendimento realizado pelo
meédico assistente. Incialmente, foram coletados dados de identificacdo (nome
e idade) e antropométricos (peso e altura); questionou-se a existéncia de
deformidades pregressas nos pés e tempo de sintomas relacionados com a
DTTP e antecedentes médicos pessoais (tempo de menopausa e
comorbidades clinicas).

Em seguida, foi realizada a avalia¢céo clinica ortopédica direcionada por
meio da avaliac@o estatica do alinhamento do pé e dindmico da mobilidade
das articula¢des do tarso, assim como pontos de palpacdo dolorosa e médio-
tarso. Apos exame clinico, procedeu-se a avaliacdo das imagens do exame
de RM.
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Figura 8 - Avaliacao clinica do alinhamento do pé (A e B) e das imagens axial
(C, D), sagital (E) e coronal (F) da RM evidenciam rotura da substancia e
tenossinovite do TTP.

Na sequéncia; foram coletas amostras de saliva das pacientes por meio
de um bochecho com 3 ml de solugdo autoclavada de glicose a 3%
(concentracdo isomolar com a saliva), durante 2 minutos (Trevilatto & Line

2000). A esta solucéo foi adicionada 2ml de alcool a 70% e 1 ml de solucéo
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TNE (10 MM Tris pH 8, 150 MM NaCl e 2 mM EDTA) acondicionados em tubos
estéreis tipo Falcon 15ml numerados sequencialmente. Todas as amostras
foram entregues no Laboratério de Ginecologia Estrutural e Molecular da
Disciplina de Ginecologia (LIM 58) do HC-FMUSP para prosseguir com as
andlises moleculares.

As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 2000 rpm, para coleta
da fase celular. Na suspensao das células, foi acrescido 1,3 ml de solucéo de
extragdo (Tris-Cl a 10 mM, (pH 7,8), EDTA a 5 mM e SDS a 0,5%), e as

amostras foram congeladas a -20°C até o momento de extragdo do ADN.

3.5.1 Extracdo do ADN

A extragdo do ADN foi realizada conforme protocolo de Aidar e Line
(Aidar & Line 2007). As amostras foram incubadas overnight (ON) com 20
mg/ml de proteinase K (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) a 56 °C.
Apds esse processo, foram adicionados 500 ul de solucdo de acetato de
amonio 10mM com EDTA 1mM e vortexados por 5 segundos. Centrifugado a
12000 giros por 10 minutos, o sobrenadante foi coletado e, a ele, foram
adicionados 540 ul de isopropanol para cada 900 ul da solucdo contendo ADN.
Ap0s nova centrifugacao, foi realizada a lavagem do precipitado com etanol a
70% e, posteriormente, secado por 15 minutos a temperatura ambiente. O
ADN foi submetido a suspensédo em 100 ul de tampao TE (Tris-Cl a 10 mM
(pH 7,8), EDTA a 1 mM) a temperatura ambiente por trés horas.

ApoOs a extracdo, todas as amostras foram submetidas a purificacéo
utilizando o protocolo QiAamp®DNA Mini and Blood Mini Handbook — Qiagen
(Anexo E) para retirada de impurezas que poderiam inibir as etapas seguintes,

como as reac0Oes de polimerizacéo e sequenciamento.
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3.5.2Amplificacdo dos fragmentos e Polimerase chain reaction -
Restriction fragment lenght polymorphism (PCR-RFLP)

A técnica de PCR foi utilizada para amplificacdo dos fragmentos das
regides especificas dos genes codificantes do RE1 e RE2. Foram utilizados
de 20 — 100ng do ADN gendmico em um volume final de 50 pl de reacéo
contendo: 5pmol/ul de cada oligonucleotideo iniciador (ver Tabela 1 para
referéncia), 10 pl de mix Promega (50U/ml de Tag DNA polymerase com buffer
de reacdo — pH 8.5, 400uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 3mM
de MgCL2, Promega Coorporation, Madison, WI, USA) e 12 ul H20 de
‘nuclease-free” (Sigma).

A reacao foi realizada em termociclador (Veriti, Applied Biosystems) por
40 ciclos, seguindo as seguintes etapas: desnaturacdo a 94°C por 30
segundos, anelamento a 54°C por 45 segundos e extensao a 72°C por 45
segundos. A andlise dos fragmentos obtidos foi feita em gel de agarose 1%
impregnado com brometo de etidio para confirmar o tamanho e a pureza dos
produtos de PCR (Figura 9 e 10).

PCR - RE1

1.3Kb

12 vk ULl 1 el e i

Figura 9 - Gel de agarose 1% impregnado com brometo de etidio
apresentando o perfil de migracéo dos produtos de PCR obtidos para RE1. A
seta indica a migracdo dos fragmentos em ~1.3 Kb.
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PCR - RE2

600
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Figura 10 - Gel de agarose (2%) representativo do perfil de amplificacdo dos
fragmentos de PCR para o polimorfismo Alul do RE2. As setas indicam a
migracdo de cada um dos fragmentos em seus tamanhos esperados (~600

pb).

Para analise dos polimorfismos presentes nos genes dos receptores
estrogénicos, os produtos de PCR foram incubados com as enzimas: Pvu I,
Xba | e Alul (Thermoscientific) conforme as instru¢cdes do fabricante (Anexo
F). Rapidamente, 1 ug do produto de PCR foi incubado a 37 °C por toda uma
noite com 1U (unidade) de cada enzima utilizada em tampéao especifico para
cada uma. Posteriormente, os produtos das restricbes enziméaticas foram
avaliados em géis de agarose a 2% impregnados com brometo de etideo
(Figuras 11 e 12).

Tabela 1 - Informacdes sobre os primers a serem utilizados na técnica de
PCR e de RFLP.

Gene Oligonucleotideos (5" - 3") Enzima

S: CGTCTACTCCTATGTCTGGT
RE1 Pvull
AS: CGTGTAGACTGAAGGGCAT

S: GTGTGTGGTGGGACACAGAG
RE1 Xbal
AS:AGGCCATTGAGTGTGGAAAC

RE2 S: GTGTGTGGTGGGACACAGAG Al
u
AS:AGGCCATTGAGTGTGGAAAC

S: sequéncia senso. AS: sequéncia antissenso.
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PCR - RFLP RE1

130

90
40

Figura 11 - Géis de agarose (2%) representativos do padrao de polimorfismo
obtido na restricdo com Xbal e Pvull de amostras amplificadas para o RE1.
Amostras com uma banda Unica de ~1300 pb indicam perfil selvagem para
ambas as enzimas. As amostras com trés bandas (~1300, ~900 e ~400pb) e
com duas bandas (~900 e ~400pb) indicam o perfil heterozigoto e homozigoto
para a mutagdo, respectivamente. As setas indicam a migragéo de cada um
dos fragmentos esperados.

PCR - RFLP RE2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
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Figura 12 - Gel de agarose (2%) representativo do padrao de polimorfismo
obtido na restricdo com Alu | de amostras amplificadas para o RE2. Amostras
com banda unica em ~600 pb indicam perfil selvagem; presenca de duas
bandas em 600 e 400 pb indicam heterozigose (e.g., amostras 23 - 27) e 0
homozigoto para a mutagdo apresenta duas bandas de 400 e 200 pb (e.g.,
amostras 7, 11 e 12), respectivamente. As setas indicam a migragéo de cada
um dos fragmentos em seus tamanhos esperados.
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3.5.3 Avaliacao dos desfechos

O desfecho primario do estudo foi a comparacéo da frequéncia dos SNP
Pvull e Xbal do gene codificante do RE1 e o SNP Alul do gene codificante do
RE2 entre os grupos caso e controle.

Os desfechos secundarios foram:

o avaliacdo da influéncia das variaveis demograficas (idade, IMC) no
desenvolvimento da DTTP;

o avaliacdo da frequéncia de pé plano prévio e a comparacéo entre
0S grupos caso e controle;

o comparacao da frequéncia dos haplotipos — combinacao de alelos
de loci adjacentes de um mesmo cromossomo — dos polimorfismos

Pvull e Xbal do gene codificante dos RE1.

3.6 Céalculo da amostra

A estimativa do célculo de tamanho da amostra foi realizada para estudo
caso-controle (proporcdo 1:1) para um poder do teste de 75%, nivel de
significAncia de 5%; estimativa de proporcéo exposta de polimorfismo xx entre
os controles de 18% e proporgéo exposta de polimorfismo “xx” entre os
controles de 36% (Schelesselman, 1982). As estimativas foram obtidas via
amostra-piloto. Com base nesses critérios, chegou-se ao numero de 84
participantes em cada grupo. Considerou-se uma taxa esperada de 20% de

perda e, inicialmente, foram incluidas um total de 202 pacientes.

3.7 Cegamento

O cegamento ocorreu por parte dos avaliadores das amostras, durante

a fase de andlise molecular. As amostras eram identificadas por numeros
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sequenciais e os técnicos do laboratério ndo obtiveram informacdes acerca

de qual grupo pertenciam os pacientes.

3.8 Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

Com base no principio de Hardy-Weinberg, foi verificado se as
frequéncias genotipicas dos polimorfismos Pvull, Xbal e Alul estavam em

equilibrio por meio do seguinte modelo matematico:

—

Nesta equagdo, "p" representa a frequéncia do alelo dominante,

enquanto "g", a frequéncia do alelo recessivo. Portanto, p? e ¢? sédo as
frequéncias esperadas para homozigoto dominante e homozigoto recessivo,
respectivamente, enquanto 2pq € a frequéncia esperada para heterozigotos
na populacdo. Diz-se que os polimorfismos estdo em equilibrio de Hardy-

Weinberg quando o valor-p é maior do que 5% (Namipashaki et al., 2015).

3.9 Andlise estatistica

As variaveis quantitativas foram expressas pela média, pela mediana,
pelo desvio padréo, pelo minimo e maximo, enquanto as variaveis qualitativas
foram expressas com a frequéncia absoluta e relativa da amostra em estudo.

Para a comparacdo das variaveis quantitativas entre os grupos de
estudo, foi aplicado o teste t de student para amostras independentes, pelo
qual foram comparadas duas médias provenientes de amostras né&o
pareadas. Para a utilizacéo desse teste, foi realizada analise de variancia das
amostras e a confirmacédo que os dados apresentavam distribuicdo normal. A
comparacao das variaveis qualitativas entre os grupos de estudo foi realizada

por meio da aplicacéo do teste exato de Fisher.
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Para verificar se a presenca dos polimorfismos Xbal, Pvull e Alul
influencia na presenca da doenca DTTP, foi realizada, a principio, a analise
exploratdria com frequéncias relativas e absolutas pela variavel resposta
(doenca/ndo doenca), e foi calculado o Odds Ratio (OR) bruto.
Posteriormente, foi utilizado o modelo de regresséo logistica multipla, sendo
obtido 0 OR ajustado (Hosmer & Lemeshow, 2005).
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4 RESULTADOS

4.1 Anélise da populacao estudada
4.1.1 Fluxo dos pacientes

Inicialmente, duzentos e duas pacientes foram incluidas no estudo, entre
novembro de 2013 a dezembro de 2016, sendo 101 alocadas no grupo-caso
(DTTP) e 101 no grupo-controle. 26 pacientes foram excluidas do estudo por
apresentarem concentracdes insuficientes de ADN na amostra coletada, apos
etapa de purificagdo do material genético, o que impedia a realizacao de
analise molecular. Um total de 176 amostras foram avaliadas, 84 no grupo-
caso (DTTP) e 92 do grupo-controle (Figura 9).

l N =202 I

Grupo DTTP

Grupo Controle

Grupo DTTP Grupo Controle

Ootias alldiise analisadas
ER— Grupo Controle

n =92 (91%)

n =84 (83%)

Figura 13 - Fluxograma das etapas do estudo.
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4.1.2 Avaliacéo dos dados demogréficos e caracteristicas clinicas

Foram coletadas informacdes sobre idade, peso, altura, indice de massa
corpdrea (IMC), comorbidades clinicas existentes, tempo transcorrido apds
menopausa e tempo de sintomas de DTTP (exclusivo do Grupo Teste).

Observou-se diferenca significativa na média de idade entre os grupos,
sendo que pacientes do grupo-caso eram 4,2 anos mais jovens que as do

grupo-controle (Tabela 2).

Tabela 2 - Idade (anos) por grupo de estudo.

Grupo N Média D.P Minimo Média Méximo valor p
Controle 92 63,7 8,53 47 62,5 84
p<0,001
Caso 84 59,5 7,23 41 59 77

Constatou-se valores significativamente superiores de IMC nas
pacientes do grupo-caso, com diferenca de 2,25 Kg/m? quando comparadas

ao grupo-controle (Tabela 3).

Tabela 3 - IMC por grupo de estudo.

Grupo n Média D.P Minimo Mediana Méximo valor p
Controle 92 26,2 3,7 16 26,6 36,1
p<0,001
Caso 84 28,5 4,1 18,9 28,2 40,3

O tempo de menopausa também variou significativamente entre os
grupos. A diferenca média foi de 40 meses (3 anos e 4 meses), sendo mais

longo nas mulheres acometidas pela doencga (Tabela 4).

Tabela 4 - Tempo de menopausa (meses) por grupo de estudo.

Grupo n Média D.P Minimo  Mediana  Méximo valor p

Controle 92 192,3 113,3 12 180 468

0,013
Caso 84 151,8 100,3 12 138 408
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Além disso, verificou-se que 71,4% das mulheres com DTTP iniciaram
0s sintomas da doenca antes da menopausa. A média de idade no inicio
dos sintomas foi de 46,9 anos; 5,5 anos antes da menopausa. O valor

médio de duracdo da sintomatologia foi de 28,5 meses (Tabela 5).

Tabela 5 - Duracdo da sintomatologia da doenca (meses) para o grupo de
mulheres com DTTP.

Grupo N Média D.P Minimo Mediana Maximo

Caso 84 28,5 4,1 18,9 28,2 40,3

A Tabela 6 apresenta um resumo da prevaléncia de diferentes
comorbidades avaliadas entre os grupos. Nao foram encontradas diferencas
significativas para hipertensdo, dislipidemia e hipotireoidismo. No
entanto, observou-se que pacientes do grupo-caso apresentavam maior

indice de pé plano prévio (41,6%), em comparacao aos controles (10,8%).

Tabela 6 - Frequéncia absoluta e relativa das variaveis qualitativas entre os
grupos de estudo e os respectivos resultados do teste qui-quadrado.

Grupos
Variaveis Caso Controle valor
N=82 N=94 p
n % n %
Pé plano prévio
Nao 49 58,3 82 89,1
. <0.001
Sim 35 41,6 10 10,8
Hipertenséo
Nao 36 42,8 50 54,3
. 0,127
Sim 48 57,1 42 45,6
Dislipidemia
N&o 62 73,8 66 71,7
. 0,758
Sim 22 26,1 26 28,2
Hipotireoidismo
Nao 78 92,8 81 88
0.2802

Sim 6 7,1 11 11,9
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4.1.3Equilibrio Hardy-Weinberg (EHW)

A partir das frequéncias genotipicas dos polimorfismos Pvull, Xbal e Alul,
foram calculadas as frequéncias alélicas "p" e "q", e as frequéncias esperadas
genotipicas e, entéo, foi feito o teste de hipotese.

Para todos os polimorfismos, a hipétese nula de que a populagcédo esta
em equilibrio Hardy-Weinberg néo foi rejeitada. Ou seja, houve evidéncias de

gue a amostra esta em equilibrio Hardy-Weinberg (Tabela 7).

Tabela 7 - Distribuicao genotipica dos SNP Xbal, Pvull e Alul com verificacao
do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Polimorfismo Observado Esperado Valor-p EHW
n % n %
Pp 32 18,2 41 23,1
Pp 105 59,7 88 49,9 0,177 equilibrio
Pvull PP 39 22,2 48 27,0
p 169 48,0
183 52,0
XX 47 26,7 49 27,9
XX 92 52,3 88 49,8 0,377 equilibrio
Xbal XX 37 21,0 39 22,2
X 186 52,8
X 166 47,2
AA 19 10,8 22 12,6
GA 87 49,4 81 45,8 0,787 equilibrio
Alul GG 70 39,8 73 41,5
A 125 35,5
G 227 64,4

4.2 Genotipagem

O processo de extracdo de DNA gerou quantidades satisfatorias de
material genético para todas as amostras incluidas no estudo. As frequéncias

dos alelos e dos gendtipos estao descritas nas Tabelas 8 e 9.
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Tabela 8 - Frequéncia relativa e absoluta dos alelos por presenca ou auséncia
da doenca DTTP.

Grupos
Polimorfismos Caso Controle Valor-
(alelos)” N=82 N=94 p
n % n %
Xbal
Xt 73 43,5 93 50,5
X2 95 56,5 91 49,5 0,200
Pvull
p? 89 53,0 94 51,1
02 79 47,0 90 48,9 0,749
Alul
Al 63 37,5 62 10,9
G? 105 62,5 122 66,3 0,504

* Alelos: 1 selvagem (ndo mutado); 2 homozigoto para mutacao.

Tabela 9 - Frequéncia relativa e absoluta dos genétipos por presenca ou
auséncia da doenca DTTP.

Grupos
Polimorfismos Caso Controle Valor-
(gendtipos)” N=82 N=94 p
n % n %
Xbal
XX1 19 22,6 18 19,5
Xx2 35 41,7 57 62,0 0,014
Xx3 30 35,7 17 18,5
Pvull
PP? 19 22,6 20 21,7
Pp2 51 60,7 54 58,7 0,912
pp? 14 16,7 18 19,6
Alul
AAL 9 10,7 10 10,9
GA? 45 53,6 42 45,7 0.530
GG3 30 35,7 40 43,4

continua
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concluséo
Grupos
Polimorfismos Caso Controle Valor-
(gendtipos)” N=82 N=94 p
n % n %
Xbal
XX+ Xx2 54 64,3 75 81,5
X3 30 35,7 17 185 00
Pvull
PPL + Pp2 70 83,3 74 80,4
pp3 14 16,7 18 19,6 0,697
Alul
AAT 9 10,7 10 10,9
GG? + GA? 75 89,3 82 go2 L1000

* Genotipagem: ! selvagem (ndo mutado); 2 heterozigoto; ® homozigoto para mutagao.

Apos a analise estatistica pelo método de regressao logistica, observou-

se gue as pacientes portadoras do gendtipo xx do SNP Xbal tinham risco

estimado 2,38 vezes maior de apresentar a DTTP, quando comparadas as

portadoras dos genétipos selvagem ou heterozigoto. Ja a distribuicdo tanto

dos alelos quanto dos gendtipos de Pvull e Alul ndo apresentaram diferenca

significativa entre casos de DTTP e controles. Além disso, foi verificado que

mulheres com historico de pé plano prévio apresentavam risco estimado 5,63

maior de DTTP, em comparacdo a mulheres sem pé plano (Tabela 10).
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Tabela 10 - Frequéncia relativa e absoluta dos genes por presenca ou
auséncia da doencga, e os respectivos resultados do OR bruto e ajustado.

Grupo OR IC p- Regressao logistica
... Caso Controle prio 95% valo  OR IC ]
variavels  \_go N=04 O5%) 1 ustado (9506  P-value
N % n %
Xba
XX 30 35,7 17 18,4 2,45 1,22 4,88 0,011 2,38 1,09 519 0.029
XXou g4 642 75 815
XX
Pvu

pp 14 16,6 18 19,5 0,82 0,38 1,77 0,61 0,51 0,20 1,29 0.157
PPorPp 70 833 74 804

Alul

AA 9 10,7 10 10,8 0,98 0,37 255 0,97 1,27 0,46 3,52 0.636
GG or

GA 75 89,2 82 89,1

Pé Plano Prévio
Sim 35 416 10 10,9 585 2,66 12,86 <0,001 5,63 2,51 12,62 <.0001
Nao 49 58,3 82 89,1
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5 DISCUSSAO

O propdsito do presente trabalho foi verificar, de maneira inédita, a
associacdo entre a DTTP e as variacbes nos genes codificantes dos
receptores estrogénicos.

A selecdo da amostra utilizada em nosso estudo foi baseada na
populacdo de maior prevaléncia da doenca, isto é, mulheres com idade
superior a quinta década de vida (Giza et al., 2007). Além disso, optou-se por
incluir mulheres na menopausa para que nao houvesse possivel relacdo dos
horménios sexuais com a génese da doenca.

Ndo foram incluidas pacientes portadoras de comorbidades
reconhecidamente associadas a etiopatogenia dessa tendinopatia (Downey et
al., 1988; Myerson et al., 1989; Deland et al., 2005). O grupo-controle, de
modo geral, respeitou 0s mesmos critérios de inclusdo do grupo-caso, exceto
pela auséncia da tendinopatia em questéo.

O perfil demografico de casos e controles foi similar. Em ambos os
grupos de nossa amostragem, foi verificado que ndo houve associacdo entre
a presenca das comorbidades mais prevalentes — hipertensédo arterial
sistémica, dislipidemia e o hipotireoidismo —e a DTTP.

Apesar das heterogeneidades estatisticamente  significantes
encontradas, tanto na média da idade quanto no IMC, acreditamos que o valor
absoluto destas diferencas ndo tenha importancia clinica suficiente para
invalidar a homogeneidade e similaridade de ambos os grupos. A média de
idade das pacientes, tanto de casos como de controles, foi similar a descrita
previamente na literatura (Kohls-Gatzoulis et al., 2009). Além disso, a
discrepancia de valores médios de IMC encontrada entre os grupos nao foi
suficiente para alterar a classificacdo de obesidade da Organizagdo Mundial

da Saude, ambos classificados como sobrepeso.



5 Discussao 58

A associacao entre pé plano e DTTP ja é reconhecidamente descrita na
literatura (Deland, 2008). Em nossa amostra, 0s resultados observados foram
coincidentes aos existentes, uma vez que constatamos associacao
significativa entre a presenca do desfecho secundério “presenca pé plano
prévio” e a DTTP, com estimativa de risco de 5,63 vezes.

Além disso, a avaliacdo por meio da regressao logistica ajustada nao
evidenciou resultados com significancia estatistica entre a presenca do pé
plano prévio com os polimorfismos analisados no estudo, o que a descartou
como eventual fator de confuséo.

Ao todo, foram coletadas amostras do material bioldgico (saliva) de 202
individuos. O bochecho foi escolhido como a técnica de obtencao de material
genético das participantes por representar método pouco invasivo e pela
facilidade na obtencdo do ADN (Godoy-Santos et al., 2014). Ao todo, foram
analisadas amostras de 176 individuos (88% total, sendo 84 de pacientes com
a lesdo degenerativa do TTP e 92 de controles).

Em raz&o da baixa concentracdo de material genético, 26 amostras
(12%) ndo puderam ser analisadas por meio das técnicas escolhidas. Apesar
disso, os resultados demonstraram que o método de extragdo e amplificacéo
do ADN utilizado foi adequado. As técnicas de PCR-RFLP e a escolha das
enzimas de restri¢do utilizadas foram eficientes na identificagao dos genaétipos
dos polimorfismos SNP Pvull, Xbal e Alul dos genes do RE1l e REZ2,
respectivamente.

Apods a analise molecular das amostras, constatamos que o genétipo AA
do SNP Alul do RE2 estava presente em 10,8% de pacientes do grupo-caso
e 10,7%, dos controles, o que acarretou um risco estimado de 1,27, porém
sem significAncia estatistica. Resultados semelhantes foram encontrados
para o genotipo pp do SNP Pvull, encontrado em 19,5% dos casos e 16,6%
dos controles, além de um OR 0,51 (IC95% 0,20 - 1,29), sem significancia
estatistica.

A presenca do genotipo xx do SNP Xbal do RE1 no grupo-caso (35,7%)
apresentou valores estatisticamente significante maiores do que nos controles
(18,4%), com risco estimado de 2,38 (IC95% 1,09 - 5,19) em desenvolver a
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doenca. Esta diferencga estatisticamente significante demonstra, de maneira
inédita, a associacao entre o polimorfismo genético do RE1 e a tendinopatia
do TTP.

As frequéncias de todos os polimorfismos genéticos estudados estavam
em equilibrio de Hardy-Weinberg, demonstrando, assim, que a heranca
genética destes polimorfismos na populacéo do estudo se manteve constante,
isto é, ndo sofreu a interferéncia de possiveis fatores evolutivos e apresentou
distribuicdo genotipica randémica.

A associacdo dos polimorfismos dos RE1 e RE2 com patologias em
diversos sistemas, tais como o cardiovascular, uroginecolégico, neurolégico e
locomotor ja foi comprovada na literatura (Alcazar et al., 2010). Estudos
recentes também constataram essa associacdo com tendinopatia,
principalmente de musculos do manguito rotador (SMR). Motta et al. (2014)
constataram a associacao de uma grande variedade de polimorfismos com a
tendinopatia do manguito rotador, dentre eles, a varia¢do rs1676303 do RE2,
da qual o gendtipo CC conferia protecao. Teerlink et al. (2014) encontraram
resultados semelhantes. Constataram que a presenca de mutacdo em um
alelo especifico do SNP rs17583842 do RE2 conferia uma estimativa de risco
significativamente aumentada de 1,41 para o desenvolvimento da
tendinopatia do manguito rotador.

Os mecanismos moleculares pelos quais esses polimorfismos modificam
a producéo e atividade dos receptores de estrogénio, no entanto, ainda nao
sao claros na literatura. Diversas etapas da transcricdo génica dos receptores
poderiam ser influenciadas por esses polimorfismos, incluindo a estabilidade
da ligacdo gendmica do ADN a fatores de transcricdo, o processo de splicing
para a subtracdo dos introns durante a formacéo do ARN e a estruturacao do
ARNmM e sua capacidade de processamento (Nott et al., 2008).

Dessa forma, a presenca dessas variagdes seria capaz de interferir
nao sO na expressdo génica, como também na sintese proteica, 0 que
poderia provocar transformacfes negativas ou positivas na expressao e

atuacao dos receptores estrogénicos (Nott et al., 2008).
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Sabe-se que a degeneracdo tendinea representa um processo
multifatorial e que diversos fatores extrinsecos e intrinsecos estédo envolvidos
(Abate et al., 2009; Oliva et al., 2016). Até o presente momento, as evidéncias
cientificas apresentadas s&o controversas e ndo elucidaram totalmente a
atuacao do estrogénio no metabolismo tendineo.

Bridgeman et al. (2010) foram os primeiros autores que demonstraram a
expressao dos RE1 e RE2 nas células do tendéo tibial posterior. Ao avaliarem
pacientes com DTTP e controles, demonstraram possivel influéncia
estrogénica nesses tenddes, com alteracdes teciduais dependentes do nivel
sérico hormonal.

Estudos experimentais em animais investigaram o papel dos hormdnios
sexuais na composicdo da MEC. Circi et al. (2009) observaram que a
deficiéncia de estrogénio em ratos ooforectomizados afetava negativamente
0 metabolismo tendineo, com diminuicdo nas taxas de proliferacdo de
tendcitos, alteracdo arquitetural das fibras colagenas e diminuicdo do
potencial de cicatrizacao.

Torricelli et al. (2013) evidenciaram achados semelhantes em ratos.
Constataram que a caréncia hormonal estava relacionada a diminuicdo da
capacidade de cicatrizacado tendinea e a reciclagem de componentes da MEC
tendinea. Aydin et al. (2013) verificaram indices de apoptose elevados em
células 6sseas, musculares e tendineas de ratos ooforectomizados. Huisman
et al. (2014) constataram menor expressao génica de componentes da MEC
em animais ooforectomizados.

Estudos clinicos em humanos também verificaram a correlacdo entre
niveis séricos de estrogénio e o desenvolvimento de tendinopatias. Cook et
al. (2007) verificaram que mulheres menopausadas que receberam a
reposicdo hormonal apresentaram menores taxas de espessamento do
tendao calcaneo em relacéo aos controles. Hansen e Kongsgaard et al. (2009)
observaram que, no grupo que recebeu a TRH, a taxa de sintese de colageno
e 0 numero de fibras tendineas de espessura média foram maiores do que o

grupo-controle.
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Mais recentemente, Hansen e Kjaer (2014) (Hansen & Kjaer 2014)
constataram que a reposi¢cdo do estrogénio reduziu o turnover proteico da
musculatura e aumentou a sua resisténcia ao exercicio. Além disso,
verificaram que o hormdnio também diminuia a rigidez tendinea nas mulheres
na pés-menopausa.

Estudos com mulheres em fase reprodutiva demonstram achados
divergentes com relacdo a acdo estrogénica no sistema musculoesquelético.
Diferentemente do possivel papel protetor do horménio demonstrado nas
mulheres menopausadas submetidas a TRH, evidéncias apontaram para
atuacao deletéria do estrogénio nos tenddes de mulheres jovens. Magnusson
et al. (2007) constataram que tenddes de mulheres na vida reprodutiva,
guando comparados a pacientes masculinos de mesma faixa etéria,
apresentavam menores indices de neoformacdo de tecido conectivo, de
resisténcia e capacidade de resposta a cargas mecanicas.

Hansen e Miller et al. (2009) evidenciaram que 0 uso de contraceptivos
orais de estrogénio acarretou em menor producdo de colageno e menor
capacidade reparativa a microlesdes tendineas. Atribuiram ao estrogénio
efeito inibitério na sintese colagena, por meio de influéncia na
biodisponibilidade de IGF-1, importante fator no metabolismo de fibroblastos.

Esses trabalhos nos permitem inferir que a acao estrogénica na fase
reprodutiva da mulher poderia alterar o metabolismo dos tendécitos, ao
enfraquecé-los por meio da reducdo da sintese de colageno e,
posteriormente, desencadear sintomatologia durante o periodo
perimenopausal. Os resultados encontrados em nosso estudo vao ao
encontro dessa afirmativa, uma vez que as pacientes apresentaram o inicio
dos sintomas da DTTP, em média, 5,5 anos antes da menopausa.

O nosso trabalho apresenta limitacbes inerentes ao seu desenho —
estudo caso-controle — que nos impedem de determinar a relagéo de causa-
efeito entre a DTTP e as variagbes genéticas dos RE envolvidos no
metabolismo do estrogénio. Contudo, foi capaz de encontrar, de maneira
inédita, a associacdo entre essa tendinopatia e a acdo hormonal do

estrogénio, que, por meio da expressao de multiplos polimorfismos genéticos
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de seus receptores, poderia atuar como fator de risco para o desenvolvimento
da doenca.

Outra restricdo € a possivel existéncia de fatores adicionais de confuséao,
ndo considerados em nossa analise, que poderiam alterar as associacdes
encontradas. O efeito de cada polimorfismo genético pode ser tamponado por
outros polimorfismos presentes no gene codificante do RE ou mesmo por
polimorfismos de outros genes que participam na complexa rede de
interacOes de doencas influenciadas pela atuacdo hormonal. Essa situacao
pode ocorrer quando mdultiplos loci génicos atuam em conjunto na
fisiopatogenia de uma doenca.

Como ultima limitacéo, o fato de que os resultados encontrados podem
nao ser reprodutiveis em populacdes etnicamente distintas, uma vez que a
etnia pode influenciar na frequéncia dos polimorfismos genéticos (Lin et al.,
2007).

Por fim, os resultados do estudo, além de elucidar mais um possivel fator
de risco associado a doenca, permitem a consideracdo de que o
conhecimento das variacfes genéticas associadas a DTTP poderia facilitar na
identificacdo de individuos geneticamente suscetiveis ao desenvolvimento da
doenca. Futuramente, o entendimento ampliado de outros possiveis
marcadores genéticos associados com o desenvolvimento da DTTP podera
garantir condi¢des para a criacdo de estratégias de prevencao, screening ou

mesmo de terapéutica aos pacientes predispostos (Lin et al., 2007).
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6 CONCLUSOES

O polimorfismo Xbal (rs 9340799) do gene codificante do receptor de
estrogénio alfa esta associado ao desenvolvimento da tendinopatia primaria
do tend&o do musculo tibial posterior na populacéo estudada.

Individuos portadores do genétipo xx do SNP Xbal apresentam risco
estimado de 2.383 maior de desenvolver a tendinopatia.

O polimorfismo Pvull (rs 2234693) do gene codificante do receptor de
estrogénio alfa ndo apresentou associacdo com o desenvolvimento da
tendinopatia primaria do tendao tibial posterior na populacdo estudada.

O polimorfismo Alul (rs 4986938) do gene codificante do receptor de
estrogénio beta ndo apresentou associacdo com o desenvolvimento da

tendinopatia primaria do tendao tibial posterior na populacdo estudada.
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7 ANEXOS

7.1 Anexo A - Comissao Cientifica do Departamento de Ortopedia e
Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, sob o protocolo n° 971

DEPARTAMENTO DE ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paul
COMISSAO CIENTIFICA

IDENTIFICACAO PROTOCOLO IOT N° 971

Pesquisador Responséavel: Dr. Alexandre Leme Godoy dos Santos

Pesquisador Executante: Dr. Pedro Augusto Pontin

Titulo: Anélise do polimorfismo dos receptores de estrogeno alfa (RE1) e beta (RE2) na
fisiopatogenia da insuficiéncia do tendo tibial posterior no género feminino.

Grau de Pesquisa: Projeto Regular

APRECIACAO GERAL DA PROPOSTA

111 2°PARECER

1.1.2  Calculo da amostra corrigido. Serdo utilizados pacientes
gue terdo a ressondncia magnética realizada
habitualmente no grupo de pé para investigacédo de outras

patologias. Apto pela aprovacéo do projeto.

1.13 RELATOR
1.1.4 Comissao Cientifica
1.15 27.03.2013
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7.2 Anexo B - Aprovacdo pela Comissido de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sdo Paulo, sob o0 n® 10166-2013

e

: kb Comissdo de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Hospital das Clinicas da FMUSP

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: ANALISE DO POLIMORFISMO DOS RECEPTORES DE ESTROGENO ALFA (RE1) E BETA
(RE2) NA FISIOPATOGENIA DA INSUFICIENCIA DO TENDAO TIBIAL POSTERIOR NO GENERO
FEMININO

Pesquisador Responsavel: Alexandre Leme Godoy dos Versdo: 1
Santos
Pesquisador Executante: Pedro Augusto Pontin CAAE: 11210213.2.0000.0068

Co-autores: Tulio Diniz Fernandes, Edmund Chada Baracat, Maria Cristina Leme Godoy dos
Santos.

Institui¢do: HCFMUSP

Departamento: ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Registro on-line: 10166

Numero do Parecer: 268.419

Data da Relatoria: 08/05/2013

Apresentacédo do Projeto: A proposta do estudo "Analise do polimorfismo dos receptores de estrégeno
alfa (RE1) e beta (RE2) na fisiopatogenia da insuficiéncia do tend3o tibial posterior no género feminino"
estd bem justificada na introdugdo, os objetivos sdo claros e a casuistica calculada para responder
adequadamente a pergunta do trabalho.

Objetivo da Pesquisa: Investigar a associagdo de polimorfismos dos genes promotores dos receptores
de estrégeno alfa (RE1) e beta (RE2) e a tendinopatia primédria do tibial posterior em mulheres, durante
o periodo perimenopausal.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios: N3o hd beneficios diretos ao paciente, tendo em vista tratar-se de
uma hipdtese de que a alteragdo genética possa estar relacionada na fisiopatogenia da insuficiéncia do
tenddo tibial posterior no género feminino. Entretanto, julgamos haver beneficio indireto aos pacientes,
caso exista relagdo que explique a fisiopatogenia da doenca.

Comentdrios e ConsideragBes sobre a Pesquisa: O estudo estd claramente justificado e desenhado e
utilizard metodologia genética cldssica aplicada em material (saliva) com coleta pouco invasiva.
Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria: Adequar cronograma de realiz¢do, pois
consta inicio de coleta de amostras sem aprovagao prévia do comité de ética.

Recomendagdes: Adequar cronograma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes: H3 pendéncias a serem observadas pelo
pesquisador

Situacdo do Parecer: Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP: N3o

Consideragdes Finais a critério do CEP: Em conformidade com o item IX.2 da Resolugdo CNS n2 196/96 —
cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios
parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo
sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas individuais e todos os demais documentos
recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para publicagdo, com os devidos créditos aos
pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do projeto; f) justificar perante ao CEP
interrupgdo do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.

Sdo Paulo, 10 de Maio de 2013

AMugliiaimn.

Prof. d’ Alfredo José Mansur
Vice-Coordenador
Comissao de Etica para Andlise de
S T e Projetos de Pequisa - CAPPesq
Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administragdo - 52 andar
CEP 05403-010 - S&o Paulo - SP.tnb
5511 2661-7585 - 55 11 2661-6442 ramais: 16, 17, 18 | marcia.carvalho@hc.fm.usp.br
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7.3 Anexo C - Termo de outorga do auxilio Fapesp.

R FaPESP
FUNDAGAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

Anexo Il do Termo de Outorga: Necessidade de apoio institucional (pessoal, infraestrutura e servigos)
para perfeito andamento do projeto e compromisso da Instituicao Sede

e SR LR e

Titulo do Projeto: Analise de polimorfismos nos receptores e na via metabélica de estrogénio, em
mulheres pés-menopédusicas com tendinopatia do Tibial posterior. ‘

— =S . B

| Bolsista: ( para pr de bolsas no pais) '
{ |

"

;"c;sq;:usador Responsavel e/ou Orien(ado}}'shpew;aur: C:i. Alexandrc Lemc ’Jo&oy dae Santne

Instituigdo Sede: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina do Estado de Sao Paulo - HCFMUSP. ‘

1) Pessoal
1.a) A Instituigdo Sede oferece servigos técnicos ou pessoal técnico de apoio ao projeto de pesquisa proposto?
Recursos humanos do DOT-FMUSP e do IOT-HCFMUSP

1.b) A instituicao Sede oferece servigos de administragdo de projetos, incluindo contabilidade, prestagao de
contas, compras e auxilio na preparagao de relatérios cientificos, entre outros?
ecursos humanos do DOT-FMUSP e do IOT-HCFMUSP -

} =
| 1.c) A Instituicao Sede oferece servicos de gestdo de projeto de pesquisa (montagem de solicitagdes |
de financiamento, agendamento de reunides, acompanhamento, supervisao de equipamentos, contatos com |
visitanies, representagao em eventos, etc.)?
ecursos humanos do DOT-FMUSP e do IOT-HCFMUSP

1.d) O projeto, caso aprovado, demandara pessoal adicional, a ser providenciado pela Instituicao Sede em prazo
que nao comprometa o andamento do projeto? Em caso afirmativa, por favor, detalhe.
Nao necessario
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2) Instalacées
2.a) O projeto, caso aprovado. demandara instalagoes (ou alteragbes de instalagdes) adicionais, a serem
providenciadas pela Instituicao Sede em prazo que nao comprometa o andamento do projeto? Em caso
afirmativo, por favor, detalhe.
instalacdes e infra-estrutura do DOT-FMUSP e do IOT-HCFMUSP

|

| 3) Servigos
3. a) O projeto, caso aprovado, demandara servigos adicionais necessarios, a serem providenciados pela
Instituicdo Sede em prazo que nao comprometa o andamento do projeto? Em caso afirmativo, per favor, |
detalhe |
Nao necessario

| Data Sao Paulo, 27 de Abril de 2015

\ Declaro o compromlsso da Insmmqao Sede em prover o apono descrito nos itens acima: L

___Diretora Cllmcgnn_ﬂcsuu
Carimbo e assinatura do Dirigente da lnsmuw,ao Sede

Declaro/Declaramos que os itens listados acima sao suficientes para a perfeita execugao do projeto apresenlaao
a FAPESP sob mmha/nossa responsabmdade

e B o e //, %3 colory :
Assinatura do Bolsista Assmmm‘) !{&"ﬁesponsavel e/ou
%& Supervnsor |

(SC te para pr de boisa no pais)

FAPESP, NOVEMBRO DE 2014
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7.4 Anexo D -Termo de consentimento livre e esclarecido.

Hospital das Clinicas da Universidade de S&o Paulo - HCFMUSP
Termo de consentimento livre e esclarecido

Dados de identificacdo do sujeito da pesquisa

Nome:

Documento de identidade n° : Sexo:MoF X
Data de nascimento: ........ [ l......

Endereco: no :
Complemento: Bairro:

Cidade: Estado: CEP:

Telefone: DDD () -
DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: ” Analise de polimorfismos nos
receptores de estrogénio alfa e beta em mulheres pds-menopausicas com

tendinopatia do tendao do musculo tibial posterior.”

Pesquisador : Dr. Alexandre Leme Godoy dos Santos

Cargo/Funcao: Médico Assistente Doutor

Inscricdo no Conselho Regional de Medicina de Séo Paulo n°® 100516
Unidade do HCFMUSP: IOT

2. AVALIA(;AO DO RISCO DA PESQUISA:
Risco Minimo X Risco médio O

Risco baixo O Risco maior O

3. DURACAO DA PESQUISA : 2-4 anos
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Hospital das Clinicas da Universidade de Sdo Paulo - HCFMUSP

As lesdes dos tendbBes por degeneracdo tém explicacbes ligadas a
traumatismos, a problemas de circulacdo sanguinea e a problemas dos
nervos. Muitas doencas que levam a degeneracéo dos tenddes, no entanto,
permanecem sem uma explicacdo médica adequada; essas informacdes
estdo sendo fornecidas para sua participacéo voluntaria nesse trabalho, que
visa esclarecer os motivos que causam as degeneracoes dos tenddes do pé.
Por esse motivo, a possibilidade de causas genéticas para essas lesdes
precisa ser estudada e o objetivo desse trabalho é investigar a frequéncia dos
genes em pacientes com diagnéstico de lesdo do tendao tibial posterior, para
verificar a possivel relacao entre o polimorfismo genético e o desenvolvimento
dessa doenca.

O estudo sera feito com um Unico exame por meio de coleta simples de
saliva. As pacientes selecionadas fardo bochecho com agua e aclcar e, em
seguida, cuspirdo em um recipiente plastico pequeno. A leitura das
informacdes genéticas presentes na saliva € exame de alta tecnologia ndo
rotineiro no nosso meio. Ndo havera outros exames ou procedimentos
invasivos. Nao havera desconfortos ou riscos na coleta e execucéo do exame.

Em relacéo aos beneficios para os participantes, ndo ha beneficio direto
para o participante; trata-se de estudo experimental testando a hip6tese de
que fatores genéticos interfiram na degeneracéo dos tenddes.

Com o estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio aas
pacientes.

Esta garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos achados da
pesquisa, ao seu prontuario e aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais duvidas. Os responsaveis pelo estudo séao
o Dr. Alexandre Leme Godoy dos Santos e o Dr. Pedro Augusto Pontin, que
podem ser encontrados no endereco Rua Ovidio Pires de Campos, n° 333, 3°
andar, sala da secretaria de graduacdo, Instituto de Ortopedia e
Traumatologia da USP, S&o Paulo, SP, Brasil e, pelo telefone 2661-6888.
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Se alguém tiver alguma consideracédo a fazer ou duvida a esclarecer
sobre a ética da pesquisa, podera entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — ou pelo
telefone: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — e-
mail: cappesg@hcnet.usp.br

E garantida a liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento
e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicao.

E garantido as participantes o direito de confidencialidade das
informacgdes obtidas no estudo, as quais serdo analisadas em conjunto com
as de outras pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhuma
paciente.

E garantido o direito de as participantes serem mantidas atualizadas
sobre os resultados parciais das pesquisas ou de resultados que sejam do
conhecimento dos pesquisadores.

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

Ha compromisso absoluto do pesquisador de utilizar os dados e o
material coletado somente para esta pesquisa.

Através desse termo de consentimento, a participante declara ter sido
suficientemente informada a respeito das informacdes que leu ou que foram

lidas para ela, descrevendo o estudo ” Analise de polimorfismos nos
receptores de estrogénio alfa e beta em mulheres pds-menopausicas com
tendinopatia do tenddo do musculo tibial posterior.”

Declara, ainda, que discutiu com os médicos Dr. Alexandre Leme Godoy
dos Santos e/ou Dr. Pedro Augusto Pontin sobre a decisdo em participar
nesse trabalho. Afirma que ficaram claros quais seriam 0s propdsitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as

garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.


mailto:cappesq@hcnet.usp.br
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Afirma que ficou claro que a participacdo € isenta de despesas e que
tera a garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Sendo
assim, a paciente concorda voluntariamente em participar desse trabalho e
podera retirar o consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu

possa ter adquirido, ou ho meu atendimento neste Servico.

Sao Paulo, [/ /

Assinatura da paciente Assinatura da testemunha

(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 participacao

neste estudo.

Sao Paulo, [ /

Dr. Pedro Augusto Pontin
CRM /SP 125.105
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7.5 Anexo E - Protocolo de Purificacdo do ADN - QiAamp®DNA Mini and
Blood Mini Handbook (22 edition, dec 2007, Qiagen Sample & Assay
Technologies - pp. 27-29)

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

Adicionar 200ul de TAL & amostra.

Adicionar 200ul de etanol (96-100%). Se o volume original da
amostra > 200pul, aumentar proporcionalmente o volume de etanol.
Vortexar por pulso por 15 s. Centrifugar brevemente a amostra.
Aplicar a amostra cuidadosamente na coluna em um tubo de 2ml
sem molhar a borda. Fechar a tampa e centrifugar a 6000xg
(8000rpm) por 1 min. Transferir a coluna para tubo de coleta de 2ml
(kit). Descartar o tubo e o filtrado.

Abrir cuidadosamente a tampa. Adicionar 500ul de TAW1 sem
molhar a borda. Fechar a tampa e centrifugar a 6000xg (8000rpm)
por 1min. Transferir a coluna para tubo de coleta de 2ml (kit).
Descartar o tubo e o filtrado.

Abrir cuidadosamente a tampa. Adicionar 500ul de TAW2 sem
molhar a borda. Fechar a tampa e centrifugar a velocidade maxima
por 3min.

Transferir a coluna para tubo novo de 2ml. Descartar o tubo e o
filtrado. Centrifugar a velocidade maxima por 1min.

Transferir a coluna para tubo novo de 1,5ml. Abrir a tampa e
adicionar 200pl de TAE ou agua destilada. Incubar a temperatura
ambiente por 1 min (Incubacgéo por 5 min aumenta o rendimento de
ADN). Centrifugar a 6000xg (8000rpm) por 1 min (um segundo
passo de eluicdo com 200ul de TAE, aumenta o rendimento de
DNA em 15%). Para amostras < 1 ug de DNA, eluir com 50 pl de
TAE ou 4gua destilada.

Armazenar a amostra a -20 ‘C.
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7.6 Anexo F - Protocolos de Digestdo para enzimas Thermosceintific
(sem adicao do tampéo SAM):

1) 2 uL do Tampao de digestdo (especifico para cada enzima).

2) 0,5uL de enzima (até 1U para cada 1 ug de ADN).

3) 1ugde ADN (fragmento da PCR).

4) H20 padrao MilliQ em volume suficiente para completar 20 uL de reacéo
final.

5) Correr todo o volume em gel de agarose (1 — 3% dependendo do

tamanho dos fragmentos gerados, adaptar para a enzima em estudo).
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