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Resumo

As queixas decorrentes da osteoartrose coxofemural (coxartrose) sao freqiientes
nos consultérios médicos e trazem grandes conseqiiéncias sécio-econdmicas devido a
sua alta prevaléncia. As alteracOes observadas na cartilagem articular impedem, com a
idade, que esta resista ao estresse didrio de pressao e tensdo sobre a superficie articular.
Dentre as causas mais comuns de coxartrose, as de origem idiopdtica representam no
minimo 50%. Fatores mecanicos também estdo envolvidos na patogénese da
osteoartrose e sdo gerados por incongruéncia articular, frouxiddo ligamentar,
instabilidade articular, fraqueza muscular, necrose avascular, lesdo direta da cartilagem
e propriocepcdo afetada em adi¢do a microtraumatismos bem como causas
constitucionais como peso fisico aumentado, hipotireoidismo e menopausa. Alteracdes
nos proteoglicanos e conseqiiente redu¢do do conteido aquoso tém sido observadas na
fisiopatologia da osteoartrose de um modo geral. Estudos anteriores revelam que um
polimorfismo de nimero varidvel de repeti¢cdes in tandem no gene do agrecano pode
estar relacionado a doenca degenerativa da cartilagem articular e a osteoartrose. O
polimorfismo, localizado no éxon 12, resulta em variacdes no tamanho do dominio de
ligacdo do agrecano ao sulfato de condroitina. O presente estudo teve como objetivo
analisar o polimorfismo do gene agrecano em uma amostra de individuos brasileiros
caucasianos portadores de coxartrose idiopdtica. Foram incluidos no estudo 102
individuos adultos, sem relacdo de parentesco, sendo 45 homens e 57 mulheres,
portadores de osteoartrose coxofemural idiopética avaliados por exame radiografico.
No grupo controle foram incluidos individuos saudaveis, totalizando 151 individuos,
sendo 62 homens e 89 mulheres. O polimorfismo foi genotipado através da reagdo em
cadeia da polimerase seguida de eletroforese em gel de poliacrilamida. No grupo de
pacientes foram observados 15 alelos e 29 gendtipos, com 22,1% dos individuos sendo
homozigotos. No grupo controle foram observados 15 alelos e 30 genétipos, com 27,8%
dos individuos sendo homozigotos. Foi observada diferenga estatisticamente
significativa nas freqiiéncias dos alelos com menos de 23 repeticdes entre os pacientes e
o grupo controle (freqii€éncia nos pacientes: 10,3%; freqiiéncia nos controles: 4,6%; p =
0,014; OR=2,36, CI 95% 1,11-5,15). Em conclusdo, o presente estudo encontrou uma
associacdo estatisticamente significativa entre a coxartrose e alelos do gene do
agrecano, indicando que o polimorfismo do agrecano pode ser um fator de risco para a

coxartrose.



Abstract

Complaints due to hip osteoarthritis (coxarthrosis) are frequent in the clinical
offices and bring great social and economic consequences due to its high prevalence.
The changes observed in articular cartilage during a life time hinder it to resist the
pressure and tension of daily stress on the articular surface. Among the most common
causes of hip osteoarthritis, the ones with idiopathic origin represent at least 50%.
Mechanical factors are also involved in the pathogenesis of osteoarthritis and are
generated by joint incongruity, ligamentous laxity, joint instability, muscle weakness,
avascular necrosis, injury to cartilage, affected proprioception, in addition to
microtraumas and physical causes as weight increased, hypothyroidism and menopause.
Changes in proteoglycans and subsequent reduction of water content have been
observed in the osteoarthritis pathophysiology. Previous studies showed that a
polymorphism of variable number of tandem repeats in the gene of aggrecan may be
related to degenerative disease of articular cartilage and osteoarthritis. The
polymorphism, located at exon 12, results in changes in the chondroitin sulphate
domain of aggrecan gene. The present study aimed to analyze the aggrecan
polymorphism gene in a sample of Brazilian Caucasian patients with idiopathic hip
osteoarthritis. One hundred and two adults with no kinship relation (45 men and 57
women), carriers of idiopathic hip osteoarthritis supported by radiographic evaluation,
were included in the study. In the control group, healthy subjects were included,
totalizing 151 subjects (62 men and 89 women). The polymorphism was genotyped by
polymerase chain reaction followed by electrophoresis on polyacrylamide gel. In the
patient group, 15 alleles and 29 genotypes were observed, with 22% of the individuals
being homozygous. In the control group, 15 alleles and 30 genotypes were observed,
with 28% of the individuals being homozygous. Significant statistically difference was
found between the allele frequencies of patients and control subjects when compared
alleles fewer than 23 repetitions between patients and control group (frequency in
patients: 10.3%; frequency in controls: 4.6%; p = 0.014, OR = 2.36, C1 95% 1.11-5.15).
In conclusion, the present study found a significant statistically association between hip
osteoarthritis and alleles of the aggrecan gene, suggesting that the aggrecan

polymorphism could be a risk factor for hip osteoarthritis.



Introducao

A osteoartrose ou osteoartrite (OA) € comumente definida como uma condi¢@o
degenerativa dos idosos, acelerada por certos fatores externos como traumatismo e
obesidade (Wollheim, 2003). Tradicionalmente a OA tem sido vista como uma
condicdo degenerativa e nao inflamatdria e por isso foi mais frequentemente chamada
de “osteoartrose”. Sinais cldssicos de inflamagao estdo ausentes, entretanto sio comuns
edema sinovial, sensibilidade e derrame articular, bem como, indicativos clinicos de
inflamacdo. Embora sejam eventos transitorios no curso da OA acredita-se que estes
eventos possam ser uma resposta secunddria a injuria tecidual e ndo um evento
patogénico primario (Hedbom e Hauselmann, 2002).

A osteoartrose € a doenca mais comum das articulacbes e estd entre os
problemas sintomaticos de saide mais freqiientes entre pessoas de meia idade e idosos
(Simon, 1999). A OA nio representa uma entidade tnica, mas um grupo de doencgas
distintas de diferentes etiologias, porém com similar biologia, morfologia e achados
clinicos. O processo da doenca ndo afeta somente a cartilagem articular, mas envolve a
articulacdo por inteiro, incluindo o osso subcondral, ligamentos, cdpsula, membrana
sinovial e musculos periarticulares. As alteragdes da cartilagem articular degenerada
incluem ainda, fibrilacdo, fissuras, ulcera¢do e diminuicao do espago articular (Kuettner
e Goldberg, 1995).

A OA é acompanhada pelo envelhecimento do condrécito, mas € diferente do
envelhecimento normal da cartilagem observado com o avanco a idade. A funcdo do
condrécito e biologia da matriz extracelular sdo reguladas por citocinas e fatores de
crescimento. A interleucina-1 € a maior citocina envolvida. A inflamacdo, embora
presente em forma limitada em muitos casos de OA pode influenciar no curso da
doenca. Existem evidéncias que marcadores de inflamacdo indicam a piora do
prognéstico (Hedbom e Hauselmann, 2002).

Fatores mecanicos estdo envolvidos na patogénese da OA, dentre eles estdo a
incongruéncia articular, frouxiddo ligamentar, instabilidade articular, fraqueza muscular

e propriocep¢ao afetada em adi¢do a traumatismos e peso fisico aumentado (Kuettner,

1998).



Alguns estudos tém mostrado diferencas moleculares entre diferentes
articulacdes, por exemplo, joelho e tornozelo, e isto poderia resultar em diferencas na
suscetibilidade a OA. Foram observadas diferencas envolvendo os componentes da
matriz ¢ o conteido de 4gua. Além disso, foi identificada relativa diferenca na
intensidade de resposta ao estimulo do condrécito de joelhos e tornozelos. A resposta
mais forte do condrécito do joelho inclui fatores que aumentam o dano a matriz
cartilaginosa, tais como uma depressdao de sintese da matriz e aumento da atividade
enzimatica. Esta resposta do condrdcito do joelho resulta em dano enzimatico a matriz,
que as células ndo sdo capazes de reparar, enquanto que a resposta mais fraca do
condrdcito do tornozelo pode permitir que as células consigam reparar o dano a matriz
lesada (revisado por Cole e Kuettner, 2002). A andlise génica vem sendo uma
emergente ferramenta de investigacdo na ortopedia. Ela tem ajudado a definir, por
exemplo, as diferengas entre os estdgios precoces e tardios das trocas cartilaginosas na

AOQO (Spector e McGregor, 2004).

Epidemiologia e impacto social da AO

A OA € o problema articular mais comum do mundo e € caracterizada por uma
lenta e progressiva degeneracdo da cartilagem articular (Hedbom e Hiuselmann, 2002).
Esta doenca foi observada em um esqueleto anterior ao periodo Neolitico (Rogers et al.,
1981) e estudos arqueoldgicos sugerem que a freqii€ncia relativa de OA em certas
articulacdes e grupos étnicos tem mudado com os tempos (Inoue et al., 2001).

Nos EUA, a OA ¢ a segunda causa de dificuldade de trabalho em homens acima
dos 50 anos perdendo somente para as doencas isquémicas do coragcdo e sao
responsaveis por mais hospitalizacdes do que a artrite reumatdide (AR) a cada ano
(Dennison e Cooper, 2003). A OA afeta pessoas de todos os grupos étnicos € ocorre em
todas as localizacdes geograficas, se desenvolve tanto em homens quanto mulheres,
embora ocorra com maior freqiiéncia em mulheres (Buckwalter e Lappin, 2000). E a
causa mais comum de incapacidade na maioria das popula¢des acima dos 65 anos de
idade (Felson, 1995; Praemer et al., 1999).

Lawrence et al. (1998) estimam que mais de 20 milhdes de americanos t€ém OA.
A Organizacdo Mundial de Satide (WHO) estima que 10% das pessoas no mundo,

acima dos 60 anos sofrem de OA e 80% das pessoas com OA tem limitacdo dos



movimentos € 25% ndo podem realizar a maioria das atividades didrias (Silman e
Hochberg, 1993).

A prevaléncia da OA em todas as articulacdes aumenta com a idade. Mais de um
terco das pessoas acima dos 45 anos referem sintomas articulares que variam de uma
rigidez articular ocasional e dor intermitente associada com atividades a perda
permanente do movimento e dor profunda constante (Buckwalter e Mankin, 1997;
Mannoni et al., 2003). Em algumas popula¢des mais de 75% das pessoas acima dos 65
anos tem OA que envolve uma ou mais articulacdes (Felson, 1995).

Apesar da alta e crescente prevaléncia da OA e seus profundos efeitos na funcao
e mobilidade articular, economistas e pesquisadores de servicos de saide tém dado
pouca aten¢@o para os custos da OA. Muitos investigadores t€ém agrupado a OA com
outras doencas articulares ou com outras condi¢des musculoesqueléticas, tornando
impossivel definir acuradamente, as conseqiiéncias econdmicas da doenca (Yelin,
1998). Reginster (2002) relatou que a sobrecarga econdmica total da OA é de 1 a 2,5%
do produto interno bruto nacional nas nag¢des do ocidente. Outros tém calculado que a
OA custa mais de 60 bilhdes de ddlares por ano nos EUA (Yelin, 1998; Praemer et al.,
1999). Estima-se que o custo da relagdo da OA com o trabalho € de 3,4 a 13,2 bilhdes
de dolares ao ano, o que representa pelo menos o custo relacionado com as doencgas
renais e neuroldgicas juntas. Quase 51% dos custos relacionados com o trabalho,
resultam de despesas médicas e 49% de perda de produtividade no trabalho e domicilio
(Leigh et al., 2001). Estas estimativas de impacto econdmico nio incluem dor e
sofrimento, efeitos psicossociais adversos, perda de oportunidades por diminui¢cdo da
capacidade produtiva, diminui¢do da capacidade em participar de exercicios fisicos
regulares que poderiam aumentar a saide geral e o custo para os membros da familia
que ajudam a fornecer os cuidados para os pacientes com OA (Carr, 1999).

O desenvolvimento das proteses articulares representa um grande avanco na
tecnologia biomédica para o tratamento definitivo da osteoartrose avancada. O implante
de prétese, principalmente quadril e joelho, vem se tornando cada vez mais freqiiente.
Quando implantadas, propiciam redugdo significativa no desconforto dos pacientes
acometidos por artrose da articulacdo coxofemural. Informagdes sobre custos de
tratamento da coxartrose no Brasil sdo fragmentadas e restritas a servigos locais de
saude. Informacdes de cardter nacional sdo descritas em Macedo (2007): “Cerca de 200
mil pessoas vivem em cadeiras de rodas, devido a osteaoartrose por falta de um

implante ortopédico no Brasil. Os dados sdo da Associacdo Brasileira de Importadores e



Distribuidores de Implantes (Abraidi), que representa 164 empresas fabricantes,
importadoras e distribuidoras de produtos de ortopedia. Segundo o Instituto Nacional de
Traumatologia e Ortopedia (INTO), vinculado ao Ministério da Saude (MS), as
cirurgias ortopédicas sdo consideradas procedimentos de alta complexidade pelo MS,
que gastou em 2003 com esse tipo de cirurgia apenas 5% do orcamento de R$ 12
bilhdes destinados a gastos com ortopedia, o equivalente a R$ 645 milhdes. Sérgio
Cortés, presidente do INTO, explica que enquanto os Estados Unidos, que t€m uma
populagdo de 290 milhdes de habitantes, fazem 850 mil cirurgias anuais para implantes
ortopédicos. O Brasil, com cerca de 180 milhdes de habitantes realiza apenas 15 mil.
Em 2006, somente o INTO realizou cerca de 3,5 mil cirurgias de quadril e joelho devido

a osteoartrose”.

Anatomia da cartilagem articular

A articulagdo sinovial pode ser considerada como um O6rgdo que exerce
simultaneamente estabilidade e movimento. A espessura milimétrica da cartilagem
minimiza a friccdo, mas € muito fina para ter alguma fun¢do substancial na absorcao de
choques. Ao invés disto, a cartilagem se deforma distribuindo a carga para um maior
volume de tecido, deste modo minimizando o auge do carregamento (Weightman e
Kempson, 1979). Musculos e ligamentos garantem a estabilidade articular. Reflexos
neuromusculares contribuem para a capacidade de absor¢ao de choques e protecdo da
articulacao contra injurias.

Uma cédpsula cerca a cavidade articular. A sua camada externa estd em
continuidade com o peridsteo e a superficie interna com a membrana sinovial altamente
vascularizada e enervada que serve como filtro para a difusdo de componentes entre o
plasma, o fluido sinovial e a cartilagem avascular. A membrana sinovial contém células
especializadas que regulam a composicao e o volume do fluido sinovial e em condicdes
fisiologicas a cavidade articular estd obliterada devido a uma pressdo intra-articular
negativa (Edwards, 1998).

A cartilagem € uma forma especializada de tecido de conexdo encontrada em
muitas localiza¢des do corpo. Trés tipos de cartilagem sdo distinguidos com base na sua
quantidade relativa de matriz extracelular e na abundancia de fibras coldgenas e
elasticas. Sao elas: eldstica (e.g. ouvido externo e nariz), fibrosa (e.g. insercoes

osteotendineas, sinfise pubiana, anel fibroso do disco intervertebral ¢ o menisco) e



cartilagem hialina (e.g. placas de crescimento, na porcao ventral das costelas, nos anéis
traqueais e laringeos e na superficie de revestimento das articulacdes) (Junqueira et al.,
1986). O viscoso nucleo pulposo dos discos intervertebrais é muitas vezes referido
como um quarto tipo de cartilagem.

A cartilagem articular é altamente especializada e possui um biomaterial
exclusivamente moldado que forma uma suave e aplainada superficie nas articulacdes
diartrésicas. E uma estrutura cuja matriz é alinfitica, avascular e aneural que é
sintetizada por células residentes esparsamente distribuidas (Aigner e McKenna, 2002).
As células da cartilagem, os condrdcitos, representam uma pequena porcentagem,
menos de 1% do volume da cartilagem articular no homem (Wollheim, 2003),
espalhados de forma irregular dentro de uma abundante matriz extracelular composta de
coldgeno, proteoglicanos, dgua e uma quantidade muito pequena de sais de cdlcio. A
quantidade de condrdcitos esta correlacionada com a espessura da cartilagem, que por
sua vez tem relacdo com o tamanho do corpo e o grau de incongruéncia articular. Os
condrécitos estimulados por altas cargas sdo provavelmente responsaveis pela
manuten¢do de uma maior matriz protetora (Stockwell, 1979).

Ao nivel molecular, a matriz cartilaginosa consiste de dois componentes basicos:
uma matriz fibrilar e outra ndo fibrilar. A matriz fibrilar é uma rede que consiste
principalmente de coldgeno tipo II, junto com outros coldgenos predominantemente tipo
IX e tipo XI (Bruckner e van der Rest, 1994). O coldgeno tipo VI tem sido encontrado
somente na matriz pericelular diretamente nos arredores do condrécito (Poole et al.,
1988; Hambach et al., 1998). O componente ndo fibrilar consiste predominantemente de
monomeros de agrecano altamente sulfatados ligados pelo 4cido hialurdnico e ligacdes
protéicas, formando um grande agregado polianidnico (Aigner e McKenna, 2002). O
agrecano consiste de um grande miolo protéico ligado covalentemente por cadeias
laterais de glicosaminoglicanos, muitos dos quais sdo o sulfato de condroitina e sulfato
de queratina. Uma ligacao protéica une o agrecano ao 4cido hialurénico ampliando uma
longa molécula de polissacarideo que pode unir vérias centenas de moléculas de
agrecano. Esta grande molécula, com um peso molecular de 100 milhdes de déltons ou
mais, tem uma alta quantidade de cargas negativas, o que permite a retencdo de uma
grande quantidade de dgua. O agrecano € o proteoglicano predominante na cartilagem
articular e consiste de uma proteina com aproximadamente 2000 aminodcidos.

A matriz cartilaginosa também contém um grande nimero de outros

componentes glicoprotéicos ndo coldgenos que sdo importantes para a coesdo da matriz



e para a regulacdo da fun¢do do condrdcito. Estd presente a familia das proteinas com
repeticoes ricas em leucinas (RRL), a qual contém vérios membros que compdem a
matriz extracelular. Existem pelo menos 11 membros conhecidos desta familia.
Pequenos monoagregados de proteoglicanos como decorina, biglicano e fibromodulina
tém sido detectados, bem como algumas proteinas da matriz cartilaginosa, incluindo a
fibronectina, proteina da matriz cartilaginosa e proteina oligomérica da cartilagem, as
quais estdo envolvidas na expressdo da regulagdo gé€nica padrio e no fendtipo
condrocitico. A asporina € um membro original da familia de RRL que foi parcialmente
purificada da cartilagem articular humana e meniscos. Estd estreitamente relacionada
com a decorina e biglicano. Em contraste a estes, a asporina ndo € um proteoglicano e
além disso, contém um trecho tnico de residuos de 4cido aspéartico na regido amino-
terminal (Lorenzo et al., 2001). Proteinas da camada intermedidria da cartilagem (CLIP)
e proteina oligomérica da matriz (COMP) sdo exemplos de proteinas especificas da
cartilagem. A COMP é composta de 5 subunidades idénticas e une o coldgeno I e II,
pré-colageno I e II e coldgeno IX, desta forma esta estrutura pode explicar seu papel na
montagem das fibras coldgenas (Hedbom et al., 1992).

A matriz cartilaginosa pode ser dividida em 4 zonas distintas: a zona superficial,
média, profunda e zona de cartilagens calcificadas (Muir, 1995). Na cartilagem articular
do adulto, as células da camada superficial sdo pequenas e planas e s@o orientadas de
acordo com as fibras coldgenas. Os condrécitos da zona média parecem maiores e mais
redondos com uma aparente distribuicdo randomizada, assim como a estruturagdao das
fibras coldgenas. Na zona mais profunda, as células formam colunas perpendiculares em
relacdo a superficie articular seguidas pela mesma orientacdo das fibras coldgenas
sugerindo um comportamento diferente do condrécito dependendo da sua posicdo nas

diferentes camadas da matriz cartilaginosa (Aydelotte e Kuettner, 1988).

Quadro clinico e laboratorial da AO

O principal sintoma da OA € a dor que € localizada na articulagdo afetada. O
envolvimento de muitas articulagdes pode sugerir uma forma de artrite sistémica.
Frequentemente existe pouca ou nenhuma correlagdo entre o sintoma articular e o grau
de extensdo da patologia ou troca radiolégica. Somente 30% das pessoas com
evidéncias de OA reclamam de dor no local com relevancia. Algumas das aparentes

disparidades entre sintomas e anormalidades radiograficas podem estar relacionadas a



definicdo radiografica de OA. Por exemplo, o uso de ostedfitos sozinhos como uma
alteracdo diagnodstica tem sido questionado. O sintoma de dor frequentemente é
agravado por atividades prolongadas e aliviado com o repouso e usualmente a dor pode
estar acompanhada de crepitacdes. O principal exame para o diagnéstico de OA € o
radiografia (RX, raios X), apesar de que a aparéncia radiolégica pode ser normal nas
fases iniciais da doenca onde os sintomas sdo leves. Muitas graduacdes de anormalidade
podem ser notadas com o progresso da doenca. A diminui¢do do espaco articular é o
resultado da degeneracdo e desaparecimento da cartilagem articular. Nao ha
anormalidade laboratorial especifica existente no diagndstico da OA primdria. A
velocidade de sedimentacgdo de eritrdcitos (VSG), contagem sanguinea, andlise de urina
e determinagdes bioquimicas do sangue sdo normais em pacientes com doenca primdria,
mas sao importantes na exclusdo de outras formas de artrite consideradas no diagndstico

diferencial (Moskowitz e Holderbaum, 2001).

Propriedades biomecanicas e bioquimicas da cartilagem articular

A matriz de coldgeno e o componente proteoglicano hidrofilico formam um
tecido resistente e flexivel que segura dgua sob pressdo e € capaz de dissipar muito da
forca de sustentagcdo de peso corporal, protegendo os tecidos moles e o 0osso subcondral.
Em termos de propriedades fisicas, a forca ténsil da matriz cartilaginosa vem da rede de
coldgeno que dificulta a expansdo do componente agrecano viscoeldstico, fornecendo
assim rigidez compressiva (Maroudas, 1976). As forcas de estresse sobre a cartilagem
podem ser divididas em dois tipos: estresse compressivo que cria um aumento da
pressdo de fluidos na matriz e o estresse de cisalhamento em 8 planos que cria uma
forca ténsil na matriz cartilaginosa. De uma perspectiva puramente mecanica, o tecido
cartilaginoso pode tolerar for¢ca compressiva hidrostitica extremamente bem por causa
do fluido incompressivel. Entretanto, altos niveis de cisalhamento ou sobrecarga ténsil
na cartilagem causardo uma faléncia mecanica da matriz fibrosa (Carter et al., 2004).
Estudos tém demonstrado em condicdes fisioldgicas, que a cartilagem quando
submetida a forcas de carregamento, tanto ossificagdo como o crescimento estdao
inibidos pela aplicacdo de forca compressiva hidrostitica e por outro lado, estdo
acelerados quando existe estresse de cisalhamento intermitente (Carter e Beaupre,
2001). O aumento da carga funcional em articulacdes sauddveis provocadas pelo

exercicio moderado causa um aumento da espessura da cartilagem articular, do



contetido de proteoglicanos e da resisténcia mecanica do tecido. Por outro lado,
articulagdes imobilizadas em modelos animais t€ém causado uma ativacdo da frente de
crescimento subcondral que conduz a invasdo vascular, afinando a cartilagem e
perdendo proteoglicanos (Smith ez al., 1992).

A formacdo e manutencdo da matriz extracelular na cartilagem sdo essenciais
para a funcdo normal da articulagdo. Esta matriz € um microcosmo de coldgeno,
agrecano e outras macromoléculas nido coldgenas que interagem entre si para formar
uma matriz resistente e eldstica carregada de dgua. A atividade de troca do agrecano é
regulada pelas metaloproteinases de matriz (MMPs), particularmente a MMP-3 (Little
et al., 1999). Entretanto, outras enzimas estdo envolvidas como a agrecanase que
contribui para a quebra proteolitica do agrecano (Arner et al., 1999). A rede de coldgeno
tipo II € extremamente estdvel devido a uma tripla hélice firmemente enrolada, cuja
estabilidade aumenta com a idade. Estas fibras somente podem ser quebradas pela acao
das colagenases; as candidatas mais fortes para a degradacdo do coldgeno tipo II sdo as
MMP-1 e MMP-13. Na cartilagem normal a taxa de producdo de coldgeno ¢é
relativamente lenta, enquanto que a producdo de proteoglicano € proporcionalmente
mais rdpida. A producdo normal destes componentes da matriz € mediada pelos
condrdcitos, que sdo responsaveis pela sintese e degradacdo influenciados por inimeros
fatores, incluindo citocinas, estimulo fisico e estrutural e mesmo os préprios

componentes da matriz, entre muitos outros (Cawston et al., 1999).

Mudancas na cartilagem osteoartritica

Como a AO ndo € uma entidade unica, ela certamente possui diferentes
etiologias. Um numero significativo de fatores de risco individuais € creditado por
contribuir ao desenvolvimento da OA primdria. Estes fatores de risco podem ser
subdivididos em dois grupos distintos: os fatores que influenciam ou marcam uma
predisposicdo generalizada a condicdo da OA e os fatores que resultam em carga
biomecanica anormal em locais articulares especificos (Dennison e Cooper, 2003).
Dentre os primeiros destacamos a idade, hereditariedade, obesidade, varidveis
relacionadas ao sistema reprodutivo, osteoporose, hipermobilidade articular, fumo e
outras doengas tais como diabetes mellitus, hipertensdo arterial sistémica e
hiperuricemia, nas quais tem sido documentada a associagdo com OA e que sdo

independentes da obesidade (Hochberg, 2001). Entre os fatores mecanicos destacamos o



traumatismo, o formato articular, a ocupacdo e os esportes e as atividades fisicas de
lazer. A idade sem duvida € o fator de risco mais importante para a OA.

Os achados patologicos sugerem que a cartilagem articular é o sitio da
anormalidade primdria na OA. Existe uma perda da homogeneidade, disjuncdo e ocorre
fragmentacdo da superficie. Manchas descontinuas de proteoglicanos sdo vistas na
matriz e as camadas profundas de cartilagem sdo invadidas por capilares da cartilagem
calcificada. Os condrdcitos que existem como células isoladas na cartilagem normal,
comegcam a proliferar e sdo encontrados em largos aglomerados repetidos, ostedfitos
entdo sdo formados, os quais sdo cobertos por cartilagem hialina irregular e
fibrocartilagem. Edema da matriz devido ao conteudo de d4gua aumentado € visto na OA
e € causado por quebra da malha de retencao do coldgeno. Proliferacdo de condrécitos e
metabolismo aumentado sao outras mudancas vistas somente na OA. Esclerose do 0sso
subcondral nao € visto no envelhecimento normal. Os condrdcitos, como outras células,
tém uma vida limitada e uma reduzida capacidade para a divisdo que diminuem com a
idade (Wollheim, 2003).

Tradicionalmente a OA foi vista como uma condi¢do degenerativa e nao
inflamatoria, entretanto edema sinovial, sensibilidade, derrame articular e sinais clinicos
de inflamacdo sdo comuns embora eventos transitdrios no curso da OA. Eles poderiam
ser uma resposta secunddria ao dano tecidual e ndo um evento patogénico primario.
Estudos demonstraram evidéncias, macroscépica e histolégica de inflamacdo sinovial
moderada, encontrados em 55% dos pacientes com OA do joelho e com radiologia
normal analisados por artroscopia (Myers et al., 1990). Sabe-se também que o
condrécito libera mediadores muito semelhantes aos ativados pelos macréfagos onde
citocinas pré-inflamatérias, como a interleucina-1, tém sido implicadas como
importantes mediadores na doenga. Em resposta a interleucina-1 o condrécito
incrementa a producdo de 6xido nitrico e prostaglandina E2, dois fatores que tém se
mostrado como indutores de trocas celulares associadas com a osteartrite (Hedbom e
Héuselmann, 2002).

O mecanismo de ataque proteolitico dos principais componentes da cartilagem,
agrecano e coldgeno tipo II tem sido objeto de pesquisas. O agrecano tem uma
capacidade média de renovacgdo na cartilagem de uns poucos anos, comparado a vdrias
décadas para o coldgeno (Kuettner e Thonar, 1998). A reducado do agrecano € um evento

precoce no desenvolvimento da OA. J4 existem evidéncias de mais de 25



metaloproteinases envolvidas no processo de degradacdo da cartilagem (Brinkerhoff e

Matrisian, 2002).

Bases genéticas da OA

Muitos pacientes com OA tém uma histéria familiar da doenga, e multiplos
fatores genéticos podem ser responsdveis por vdrias formas de OA. A OA com
envolvimento das articulagdes dos dedos em mulheres € provavelmente a melhor forma
de osteoartrite reconhecida com associagao familiar, onde estudos tém demonstrado esta
associacdo tanto clinica quanto radiolégica (Hirsch et al., 1994; Myers et al., 1996) mas
fatores hereditdrios também sdo importantes na osteoartrite do quadril (Ingvarsson et
al., 2000). Um estudo envolvendo 130 gémeas homozigéticas e 120 gémeas
heterozigéticas confirmou uma forte contribuicao genética para a osteoartrite em joelhos
e mios (Spector et al., 1996). E razodvel considerar a possibilidade de que genes que
codificam as proteinas da cartilagem, como agrecano, asporina, proteina oligomérica da
cartilagem (COMP), gene do coldgeno II e coldgenos menores (por exemplo, tipos V,
IX, XI) e metaloproteinases entre outros, poderiam desempenhar um papel na
predisposicao genética na direcdo da osteoartrite primdria generalizada, considerada a
forma mais comum de doenga idiopdtica com o avanco da idade.

O agrecano é o componente nao coldgeno mais abundante na cartilagem articular
(Wight et al., 1991) e um dos maiores componentes estruturais do disco intervertebral
(Roughley et al., 2002) e da cartilagem (Watanabe et al., 1998). Possui um longo centro
protéico com diferentes estruturas e regides funcionais (Doege et al., 1991). No dominio
N-terminal do centro protéico existem duas regides globulares (G1 e G2) separadas por
um curto dominio interglobular. Estas regides sdo seguidas por uma longa regido
estendida, a regido de ligagdes a glicosaminoglicanos (GAG) nas quais numerosas
cadeias de sulfato de queratina (SQ) e sulfato de condroitina (SC) sdo ligadas (Figura
1). A regido de ligagdes de sulfatos do glicosaminoglicano € dividida em trés dominios
adjacentes, responsdaveis pela ligacdo do SQ ou SC. O gene humano do agrecano esta
localizado no cromossomo 15926 (Korenberg et al., 1993). Uma importante fun¢do do
agrecano ¢ a manuten¢do do conteddo de dgua necessdria as funcdes da cartilagem. A
molécula pode servir em outras fun¢des que envolvem interagdes com outras moléculas
da matriz e fatores de crescimento de baixo peso molecular. Um polimorfismo foi

identificado no éxon 12 no dominio CS1. Foram descritos pelo menos 13 alelos neste



polimorfismo (Doege et al., 1997). Os alelos mais comuns possuem 26, 27 ou 28
repeticdes (Figura 2). Alguns trabalhos tentam demonstrar a associacdo deste
polimorfismo com a osteoartrite na populagao (Horton et al., 1998; Kirk et al., 2003;
Roughley et al., 2006; Kimiriinen et al., 2006).

Além do agrecano, outros genes t€ém sido relacionados com a OA, incluindo
proteinas da matriz extracelular (ECM), tais como coldgeno, proteoglicanos, tenacina,
proteina oligomérica da matriz (COMP); proteinas de crescimento que regulam o ciclo
celular, tais como ciclinas e proteinas quinase dependentes de ciclinas (CDKs);
citocinas, como, por exemplo, interleucinas IL-1, 4, 6; fatores de crescimento, tais como
fator de crescimento transformador B (TGF-B) e fatores de crescimento 6sseo (BMP);
fatores angiogénicos e antiangiogénicos, tais como fator de crescimento venoso
endotelial (VEGF), fatores de crescimento de tecido de conexdo (CTGF), angiopoetina

2 e endostatina; e metaloproteinases de matriz (MMPs) (Henderson e Carter, 2002;
Wong e Carter, 2003)
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Figura 1. Variacdo no ndmero de repeticdes em tandem no dominio CS1 resulta em
diferentes tamanhos da molécula de agrecano. Os ndmeros 1 e 2 mostram duas
moléculas de agrecano codificados por diferentes alelos do gene agrecano. G1-G3
representam os dominios globulares da proteina, CS-1 e CS-2 representam os dominios
de ligacao ao sulfato de condroitina, KS representa o dominio de ligagao ao sulfato de
queratano, IGD representa o dominio interglobular, HA representa uma molécula de

acido hialurdnico e LP representa a proteina de ligacdo (Modificado de Rougley et al.,
2006).



Figura 2. Diagrama do polimorfismo de ndmero varidvel de repeti¢cdes in tandem
(VNTR) do gene agrecano e sua implicacao na estrutura da molécula de agrecano. A
parte superior da figura mostra um modelo do agrecano humano. A linha horizontal
representa a proteina e as linhas verticais representam as cadeias de
glicosaminoglicanos ligadas a proteina, com as linhas longas representando o niimero e
posicdo das cadeias de sulfato de condoitrina, e as linhas curtas representando as cadeias
de sulfato de queratano. A por¢do destacada em cinza representa a parte da proteina na
qual estd localizado o polimorfismo VNTR. Diferengas nesta regido sao mostradas para
os alelos 27 (o mais freqiiente em diversas populacoes), 33 (o maior alelo descrito) e 13

(o menor alelo descrito) (modificado de DOEGE et al., 1997).



Justificativa e objetivos

Considerando a contribuicdo dos fatores genéticos para o desenvolvimento da
doenca degenerativa idiopdtica da cartilagem articular (osteoartrite) em especial a
coxartose e o numero de individuos afetados por esta doenca causando grande impacto
social e econdmico em nosso meio, o presente estudo tem como objetivo investigar a
associacdo entre o polimorfismo do éxon 12 do gene do agrecano e o risco ao

desenvolvimento da doenca degenerativa idiopatica da cartilagem do quadril.



Artigo

Associacao entre o polimorfismo VNTR do gene do agrecano

e a osteoartrose coxofemural

Introducao

A osteoartrose OA € a mais comum das doencas das articulacdes e estudos
epidemioldgicos sugerem que os fatores genéticos estdo envolvidos na OA (Spector et
al., 1996). Acredita-se que um desequilibrio entre a sintese e degradacdo de moléculas
da matriz extracelular resulte na destruicdo da cartilagem, levando o individuo a dor,
fraqueza e alteracOes estruturais na articulacdo envolvida, tendo como maior
determinante a idade (Moskowitz et al., 2004). Dentre as articulagdes envolvidas, a
osteoartrose do quadril € uma importante causa de dor e incapacidade especialmente em
1dosos.

A matriz extracelular contém pelo menos 40 proteinas ndo coldgenas entre as
quais o agrecano, um grande proteoglicano agregando o sulfato de condroitina e sulfato
de queratana, cuja importancia estd na sua alta abundancia na cartilagem e o seu
envolvimento na capacidade de reduzir o estresse mecanico articular.

A sequéncia codificadora completa do gene do agrecano foi descrita por Doege
et al. (1991) e sua localizagdo (15q26) foi descrita por Korenberg et al. (1993). Doege et
al. (1997) descreveram um polimorfismo no éxon 12 do gene do agrecano com um
numero varidvel de repetigdes em tandem (VNTR). Catorze alelos foram descritos,
variando entre 13 e 33 repeti¢des (Doege et al., 1997).

Estudos mostram alteracdes significativas na sintese dos glicosaminoglicanos
(GAQG) durante a degeneracdo da cartilagem, bem como, no nimero e tamanho das
cadeias para a ligacao do sulfato de condroitina que parecem estar associados com o
desenvolvimento da OA (Hardingham e Bayllis, 1990).

O presente estudo tem como objetivo investigar a associagdo do polimorfismo

do éxon 12 do gene do agrecano e a coxartrose em individuos do sul do Brasil.



Materiais e Métodos

Individuos estudados

O presente estudo foi previamente aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa
do Grupo Hospitalar Concei¢do, da qual faz parte o Hospital Cristo Redentor, e da
Universidade Luterana do Brasil. Foram incluidos no estudo 102 individuos adultos ndao
relacionados portadores de coxartrose idiopdtica classificados como tipo III e IV da
classificacdo de Kellgreen e Lawrence (Kellgreen e Lawrence, 1957). Apds os pacientes
assinarem um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1), responderam a um
questiondrio padronizado (Anexo 2), com dados como: idade, peso e altura, profissdo,
inicio dos sintomas, lado afetado, tabagismo e histérico familiar, além de uma histéria
clinica. Os exames radiograficos foram avaliados conforme a classificacdo de Kellgreen
e Lawrence em incidéncias em anteroposterior de bacia incluindo o fémur proximal e
perfil da coxofemural queixosa. Os individuos que por ventura realizaram tratamentos
definitivos de protetizacdo previamente, também foram aceitos com a obtencdo das
radiografias iniciais, nas mesmas condi¢des descritas, arquivadas ou guardadas como
forma de comprovacdo da osteoartrite na sua forma idiopdtica. Foram também
realizados exames de VSG e proteina C reativa como forma de exclusdo de osteoartrite
de origem inflamatodria.

No grupo controle foram incluidos 94 individuos sauddveis doadores do banco
de sangue e 57 individuos assintomdticos para coxartrose com idade igual ou superior a
60 anos e exame radiografico sem evidéncias de coxartrose € que em dado momento
procuram o servigo por outros motivos de dor musculoesquelética, totalizando 151

individuos controle.

Analises genéticas

DNA de alto peso molecular foi extraido a partir de sangue total pelo método
descrito por Lahiri e Nurnberger (1991). O polimorfismo VNTR do gene do agrecano
foi genotipado através da amplificacdo das amostras pela reagdo em cadeia da
polimerase =~ (PCR). A  seqiiéncia dos  primers utilizados foi  5’-
ATTGAGTGGCCCAGCACTCCTACG-3’ e 5 -
AGGTCCCCTACCGCAGAGGTAGAA - 3° A reacdo de amplificacdo foi realizada
em 25 Ul contendo DNA gendmico, 1 mM de cada primer, 1,5 mM MgCl2, 200 uM



dNTPs, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH=8,3) e 1 U de Tag DNA polimerase. As
amplificacOes foram realizadas em 35 ciclos, cada ciclo consistindo de desnaturagdo a
94°C por 15 segundos, e anelamento e extensdo a 72°C por 2,5 minutos. Os fragmentos
amplificados podem variar de 742 pares de bases, para o alelo de 13 repeti¢cdes, até
1882 pares de bases, para o alelo de 33 repeti¢cdes. Os fragmentos foram analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida 6%. O tamanho dos fragmentos foi analisado e
estimado por comparagdo com a migracdo das bandas de DNA dos marcadores de peso
molecular 100pb DNA Ladder (Promega) e Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). Os
géis foram corados com nitrato de prata (Sanguinetti et al., 1994). As andlises
moleculares foram realizadas no Laboratério de Genética Molecular Humana do
Programa de Pd6s-Graduacdo em Diagndstico Genético e Molecular da Universidade

Luterana do Brasil.

Analises estatisticas

As freqiiéncias alélicas foram determinadas através da contagem direta dos
alelos. Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg foram calculados através do teste de
xz. A comparacgdo das freqiiéncias alélicas com outras populacdes também foi realizada
através do teste de °. Varidveis quantitativas foram comparadas usando o teste t de
Student ou o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, conforme indicagcdo. Valores de

p<0,05 foram considerados significativos.

Resultados

Na Tabela 1 sdo apresentados os dados clinicos e demograficos dos pacientes e
controles. Os pacientes estudados compreenderam 45 homens e 57 mulheres que
procuram o ambulatério de quadril do Hospital Cristo Redentor com queixas de dor e
ou desconforto no quadril. A média de idade foi de 61,8 anos (desvio padrdo, + 9,1
anos). Dos 151 individuos controle estudados, 62 foram homens e 89 mulheres, com
média de idade de 57,8 anos (desvio padrdo, * 8,2 anos), ndo apresentando diferencas
significativas quanto a propor¢ao sexual e a idade com relag@o aos pacientes.

No grupo dos pacientes a idade para o inicio dos sintomas foi de 56,1 £ 9,1 anos
(média + desvio padrdo). A menor idade para o inicio dos sintomas foi 32 e a maior foi

81 anos. A média de tempo decorrido para o inicio dos sintomas foi de 5,7 * 1,8 anos.



Estes pacientes ndo apresentavam md formacdo aparente do quadril, nenhuma histéria
de infeccdo, poliartralgias, trauma ou cirurgia prévia que pudesse ter induzido a
coxartrose. Dos 102 pacientes, 23 (22,5%) ja haviam realizado artroplastia total de
quadril e se enquadravam nos critérios para a inclusao deste estudo (Tabela 1).

Nos pacientes, a média do indice de massa corpérea (IMC) dos pacientes foi de
25,8 £+ 3,3 sendo 18,8 0 menor e 35,2 o maior IMC. A incidéncia de tabagismo foi de
11,8% e havia histéria familiar em 15,7% dos pacientes. Nos controles, a média do
indice de massa corporal (IMC) foi de 24,1 + 2,7, sendo o menor 19,8 € o maior 31,2
(Tabela 1).

O lado direito foi acometido em 28 pacientes (27,5%), o lado esquerdo em 34
pacientes (33,3%) e em 40 a doenca tinha acometimento bilateral (39,2%). Em relacdo a
atividade profissional a maioria dos individuos ndo tinha histérico de trabalho bracal

pesado (69,6%) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas demogréficas e clinicas dos pacientes OA e controles.

Pacientes Controles

(n=102) (n=151)
Sexo masculino 45 (44,1) 62 (41,0)
Idade (anos) 61,8 +9,1 57,8 £8,2
Indice de massa corpérea (Kg/m2) 25,8 +3,3 24,1 £2,7
Idade de inicio dos sintomas (anos) 56,1 £9,1 -
Tempo de inicio dos sintomas (anos) 57+1,8 -
Tabagismo 12 (11,8) -
Uso de protese 23 (22,5) -
Histérico familiar 16 (15,7) -
Acometimento direito 28 (27,5) -
Acometimento esquerdo 34 (33,3) -
Acometimento bilateral 40 (39,2) -

As freqii€ncias alélicas dos pacientes e controles sao mostradas na Tabela 2. Na
amostra total, 17 alelos e 35 genétipos foram observados, sendo mais freqiientes os
alelos 26, 27 e 28 em ambos os grupos. No grupo controle, 15 alelos e 30 gendtipos
foram observados, com 27,8% dos individuos sendo homozigéticos. No grupo de

pacientes, 15 alelos e 29 gendtipos foram observados, com 22,1% dos individuos sendo



homozigoéticos. A freqii€ncia de alelos com menos de 23 repeti¢cdes nos pacientes foi de
10,3% enquanto que no grupo controle foi de 4,6% (p=0,014; OR =2,36; C1 95% 1,11-
5,15).

Tabela 2. Freqiiéncias alélicas do polimorfismo do éxon 12 do gene do agrecano em

pacientes OA e controles.

Alelo Pacientes (n=102) Controles (n=151)
n % n %
13 0 0 2 0,7
14 1 0,5 0 0
18 2 1,0 1 0,3
19 2 1,0 2 0,7
20 2 1,0 2 0,7
21 5 2.4 2 0,7
22 9 4.4 5 1,6
23 6 29 8 2,6
24 2 1,0 1 0,3
25 6 29 6 2,0
26 24 11,8 35 11,6
27 74 36,3 128 42.4
28 62 30,4 103 34,1
29 7 34 4 1,3
30 0 0 2 0,7
31 1 0,5 1 0,3
33 1 0,5 0 0

Nao foi observada uma diferenca significativa nos escores alélicos, definido
como o somatdrio do ndmero de repeticdes CS1 presentes nos dois alelos do agrecano
de cada individuo, entre os pacientes e o grupo controle (Figura 3). Também ndo foram
observadas diferencas significativas nas freqiiéncias alélicas entre pacientes com e sem

protese.
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Figura 3. Distribuicdo da idade e do escore dos alelos (somatério do nimero de
repeti¢cdes CS1 presentes nos dois alelos do agrecano de cada individuo) na amostra de

pacientes estudados.

Discussao

No processo de degeneragdo da cartilagem articular, ocorre uma diminuicao do
conteddo de dgua e degradacdo dos proteoglicanos. Com a acdo das metaloproteinases,
ocorre degradagdo das cadeias CS2 do agrecano (Pratta et al., 2000) resultando apenas
as cadeias CS1, tornando mais pronunciadas as diferencas de tamanhos nos alelos.
Alelos menores, com menor nimero de cadeias CS1 teriam menor capacidade de
ligacdes ao sulfato de condroitina e, consequentemente, poderiam levar a uma reducdo
na capacidade do agrecano de desempenhar suas funcdes estruturais, como por
exemplo, resistir a cargas de tensdo e compressdo, originando assim um aumento de
suscetibilidade a degradacdo tecidual (Urban er al., 2000; Rougley et al., 2006).
Necessidades articulares usuais poderiam resultar em dano tecidual nos individuos
portadores de alelos menores através de mecanismo de menor hidratacdo do agrecano,
ou desencadeando respostas celulares adversas como secrecdo aumentada de proteases

(Adams e Dolan, 2005).



O presente estudo revelou que individuos portadores de coxartrose apresentam
uma maior freqiiéncia de alelos menores de 23 repeticdes do polimorfismo VNTR do
gene do agrecano do que os individuos do grupo controle. Estudos anteriores analisaram
a associacdo deste polimorfismo com a osteoartrite em diferentes populacdes e
encontraram resultados controversos. O primeiro estudo de associacdo entre o
polimorfismo CS1 do agrecano humano e a degeneracdo da cartilagem articular foi em
relacdo a OA bilateral das maos (Horton et al., 1998). O grupo de estudo consistiu de 93
homens caucaséides com idades acima de 60 anos (média 72 anos) com OA de méos
e/ou joelhos. A presenca do alelo 27 foi associada com artrose bilateral das maos,
entretanto nao houve associacio estatisticamente significativa entre o alelo 27 e a OA
do joelho bilateral. Nenhum outro alelo mostrou qualquer associacdo com a AO. Um
segundo estudo consistiu da anélise de 134 gé€meos australianos com idades acima de 50
anos (34 pares de gémeos homozigédticos e 27 pares de gémeos heterozigdticos) que
tinham OA das maos, quadris e/ou joelhos (Kirk et al., 2003). As andlises estatisticas
foram realizadas somente nos alelos com 25, 26, 27 e 28 repeti¢des, por terem sido
suficientemente representados na amostra, totalizando 95,4% dos individuos. Foi
reportado que os alelos com 25 e 28 repeticdes foram associados com uma baixa
prevaléncia de OA de joelho e quadril, respectivamente. Os resultados foram
interpretados como sendo consistentes com um efeito protetor dos alelos com 25 e 28
repeticoes em algumas formas de AO. Estes resultados representam uma contradi¢ao
com aqueles do estudo de Horton er al. (1998), no qual um efeito deletério foi
relacionado com o alelo 27. Recentemente, Roughley er al. (2006) estudaram 165
individuos de ambos os sexos com idades de 18 a 77 anos divididos em trés grupos: 63
com OA primdria do quadril, 44 com doenca degenerativa do disco intervertebral e 58
individuos controle sem histérico de qualquer patologia. A andlise do polimorfismo
VNTR mostrou 13 alelos de diferentes tamanhos, com o alelo de 27 repeti¢des sendo o
mais abundante. Nao foi observada correlacdo entre o polimorfismo do agrecano e
doenca degenerativa do disco intervertebral ou osteoartrite priméria do quadril. Assim
como no estudo de Roughley er al. (2006) a nossa série contou com individuos
candidatos a artroplastia total de quadril e ndo tinham evidéncias de artrite inflamatoria,
congeénita, traumadtica ou vascular associada. O alelo 27 também foi o mais frequente,
entretanto seus resultados foram diferentes em relagao aos nossos dados, dando sinais
de que muitos outros fatores podem influenciar a predisposicdo a doenga degenerativa

da articulacdo coxofemural além do polimorfismo do gene do agrecano. Os autores



comentaram as limitagdes do estudo, tais como, tamanho relativamente pequeno da
amostra e larga faixa etdria dos participantes (18 a 77 anos). Kdmérédinen et al. (2006)
estudaram 530 mulheres finlandesas divididas em dois grupos de ocupacdes
academicamente similares e com exposi¢ao de carga nas maos completamente diversas
(288 dentistas e 242 professoras) demonstrando que as mulheres com a presenca do
alelo com 27 repeti¢des tinham um risco menor de desenvolver OA das maos. O estudo
também indicou que a presenca de alelos mais curtos ou mais longos poderia predispor
ao desenvolvimento da doenca.

A matriz extracelular da cartilagem articular apresenta uma composicao
semelhante a do disco intervertebral, o agrecano € um de seus principais componentes €
a capacidade de resistir as forgas compressivas depende de grandes agregados de
proteoglicanos. Assim como na cartilagem articular, uma alteracao no agrecano poderia
resultar em prejuizo na funcdo do disco intervertebral. Kawaguchi et al. (1999), ao
analisarem o polimorfismo VNTR do agrecano, compararam mulheres japonesas jovens
com e sem degeneracdo discal. Apesar de ser uma amostra pequena de 64 individuos
(32 pacientes e 32 controles), foi observada uma diferenca significativa na distribuicao
dos alelos entre pacientes e controles, com uma maior representaciao dos alelos menores
em individuos com degeneracgdo discal em vérios niveis.

As articulagcdes humanas apresentam uma grande variagdo na suscetibilidade a
doencas articulares (Cole e Kuettner, 2002). Esta variacdo pode ser resultado das
diferencgas ja bem definidas existentes entre os componentes da matriz e conteudo de
adgua entre diferentes articulacdes, bem como de diferencas nas respostas dos
condrécitos a estimulos. Os condrdcitos sdo responsdveis pela manutencdo do matriz,
através da sintese de coldgenos e proteoglicanos, bem como de enzimas envolvidas com
sua degradagdo, principalmente metaloproteinases de matriz. As articulagdes com
diferencas na suscetibilidade a artrose podem ser divididas entre aquelas nas quais 0s
processos de reparo sdo dominantes e aquelas nas quais a degradacdo € relativamente
mais ativa (Poole et al., 1994). Além disso, os fatores de risco variam entre diferentes
articulacdes; nos joelhos, por exemplo, os fatores de risco incluem nao somente a idade,
mas também o sexo, anormalidades biomecanicas, trauma, obesidade e talvez o
exercicio (Cole e Kuettner 2002). Desta forma, é possivel que alelos do polimorfismo
do agrecano nao determinem se o individuo ird desenvolver osteoartrose, mas talvez se
relacione com a possibilidade dele desenvolver alteragdo tecidual mais cedo do que

poderia ocorrer sem a presenca destes alelos. Além disso, como um alelo é herdado da



mae e outro do pai, é possivel que alelos menores sejam compensados pela presenga de
alelos maiores e que o processo degenerativo sé tenha relacio com o polimorfismo em
condig¢des especificas.

A associacdo observada por Horton er al. (1998) e Kamirdinen et al. (2006)
entre o alelo 27 e a osteoartrose € dificil de explicar com base no conhecimento atual
das funcdes do agrecano. Se estas correlacdes estdo corretas, a associacdo do
polimorfismo do agrecano com a degeneracdo da cartilagem € independente dos alelos
menores de CS1, e devido a outras caracteristicas da estrutura do dominio CS1, tais
como diferengas na glicosilacdo ou na suscetibilidade a protedlise. Enquanto ndo forem
observadas evidéncias de tais diferencas, elas ndo podem ser categoricamente excluidas.

Observando-se os estudos realizados at€é o momento verifica-se que o
polimorfismo VNTR do gene do agrecano foi estudado em grupos de pacientes com
patologias distintas de OA, principalmente de maos, com tamanhos amostrais
geralmente pequenos e resultados conflitantes. Baseado nestes estudos permanece
incerto se existe ou ndo uma associagao direta entre o comprimento CS1 do agrecano e
a osteoartrite. Devido a importancia clinica do AO e do importante papel desempenhado
pelo agrecano na cartilagem, este polimorfismo continuard sendo objeto de estudo no

campo da ortopedia.



Conclusao e perspectivas

Evidéncias para a predisposi¢do genética da coxartrose tém sido analisadas e o
agrecano, por ser o maior glicosaminoglicano da cartilagem, tem sido incluido nestes
estudos. O presente estudo encontrou que a freqiiéncia de alelos com menos de 23
repeticoes nos pacientes foi de 10,3% enquanto que no grupo controle foi de 4,6%
revelando uma associac@o estatisticamente significativa entre a coxartrose e alelos
menores do que 23 repeticdes do polimorfismo VNTR do éxon 12 do gene do agrecano.
Esta observacao indica que estes alelos podem ser um fator de risco para a coxartrose na
populacdo estudada.

As perspectivas de continuidade do presente estudo estdo relacionadas a andlise
do polimorfismo do gene agrecano em diferentes grupos étnicos e envolvendo maior
nimero de individuos, para tentar estabelecer de forma mais clara qual a associacdo
entre o polimorfismo do agrecano e a coxartrose. Estudos em outros genes candidatos,
tais como a asporina, também devem ser realizados visando definir as bases genéticas
da coxartrose. Além disso, uma caracterizagao clinica e radiol6gica mais completa dos
pacientes permitird a avaliacdo conjunta de fatores importantes na caracterizacdo da
doenca. Dois tipos de osteoartrose do quadril sdo encontrados: a coxartrose primdria ou
idiopatica, na qual a causa fundamental ndo pode ser determinada, e a coxartrose
secunddria, na qual o fator predisponente é bem definido. O nosso estudo incluiu
somente individuos com coxartrose idiopdtica, entretanto, a este tipo de coxartrose pode
eventualmente ser confundido com displasias, um tipo de artrose do quadril secundéria
(Resnick e Niwayama, 1988). Estudos de coorte associados a estudos genéticos
poderiam auxiliar na melhor compreensdo da histéria natural da coxartrose, permintindo

maior controle sobre eventuais fatores de confusdo como o referido acima.
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Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1. IDENTIFICACAO DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo do Projeto: Bases genéticas da degeneracdo da cartilagem articular

Area do Conhecimento: Genética Numero de participantes: 300 | No centro: 300

Curso: PPG Diagnéstico Genético e Molecular Unidade: Pro-reitoria de Pesquisa, Pds-graduagdo e
Extensdo

Projeto Sim | X| Nao Nacional Internacional Cooperagﬁo Sim | x | Ndo

Multicéntrico Estrangeira

Patrocinador da pesquisa: ULBRA — Projeto de pesquisa

Institui¢do onde serd realizado: ULBRA

Nome dos pesquisadores e colaboradores: Daniel Simon e Paulo Cezar Schiitz

Voce estd sendo convidado(a) para participar do projeto de pesquisa acima identificado. O documento abaixo
contém todas as informacdes necessdrias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboracdo neste estudo
serd de muita importancia para nds, mas se desistir, a qualquer momento, isso ndo causard nenhum prejuizo para
vocé.

2. IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA

Nome: Sexo:

Data de Nasc.: Nacionalidade:

Profisséo: Estado Civil:

RG: CPF/MF: E-mail:

Telefone resid.: ( ) Telefone cel.: ( )

Endereco:

CEP: Cidade:

3. IDENTIFICACAO DO PESQUISADOR RESPONSA VEL

Nome: Daniel Simon Telefone: 3477 4000 R. 2668

Profissdo: Professor universitario E-mail: daniel.simon @ulbra.br

Endereco: Av. Farroupilha, 8001 — Prédio 22 — 5° andar — Sdo José - Canoas

4. IDENTIFICACAO DO PESQUISADOR COLABORADOR

Nome: Paulo Cezar Schiitz

Profissdo: Médico | Registro no CREMERS: 15175 | E-mail: pauloschutz @terra.com.br

Endereco: Av. Farroupilha, 8001 — Prédio 22 — 5° andar — Sdo José - Canoas

1. Da justificativa e dos objetivos para realizacio desta pesquisa

A osteoartrose ¢ uma doenga incapacitante que afeta principalmente as articulagdes do quadril, joelho,
coluna e maos, cujas causas ainda nio sdo bem conhecidas.

O projeto de pesquisa acima citado pretende estudar fatores genéticos associados a osteoartrose de
joelho e/ou quadril, procurando esclarecer se fatores genéticos podem influenciar o desenvolvimento
da osteoartrose.

2. Do objetivo de minha participacao
Minha participacdo no projeto poderd ajudar em maior conhecimento das causas da osteoartrose e
descobrir sinais de como ela pode evoluir em cada pessoa.

3. Do procedimento para coleta de amostras

Sera feita uma coleta de 5Sml de sangue. Essa coleta serd feita apenas para este estudo e em nada
influenciard o meu tratamento; ndo vai me curar; ndo vai me causar nenhum problema, exceto o
pequeno incdmodo de dor no momento da coleta (introducdo da agulha para retirada do sangue).




Além da coleta serd realizada uma entrevista com objetivo de caracterizar fatores que podem
contribuir para o desenvolvimento da osteoartrose.

Este coleta serd realizada no momento da consulta com o médico e ndo envolverd qualquer prejuizo
no atendimento, bem como nao resultard em despesas ao participante.

4. Da utilizacdo, armazenamento e descarte das amostras

A amostra de sangue serd utilizada para estudos que procuram determinar as causas genéticas da dor
osteoartrose. Desta amostra serd extraido o DNA das células e este ficard armazenado no Laboratério
de Genética Molecular Humana do Programa de Pds-Graduagdo em Diagndstico Genético e
Molecular da Universidade Luterana do Brasil (Av. Farroupilha, 8001 — prédio 22 — 5° andar —
Canoas/RS).

A utilizag@o deste material em outras pesquisas:

( ) podera ser realizada sem a necessidade de que o pesquisador responsdvel entre em contato
comigo novamente.

( ) poder4 ser realizada somente se o pesquisador responsdvel entrar em contato novamente.

( ) ndo poderd ser realizada.

S. Dos desconfortos e dos riscos
Estou ciente de que nao ha riscos ou desconforto resultantes da minha participag¢do no estudo, exceto
o pequeno incdmodo de dor no momento da coleta (introdugdo da agulha para retirada do sangue).

6. Dos beneficios

Nao ha beneficio direto para o participante. Tendo em vista que este € um projeto de pesquisa basica,
os resultados deste estudo poderdo contribuir para o avanco do conhecimento cientifico, mas sem
beneficios diretos para os participantes.

7. Da isencao e ressarcimento de despesas
A minha participacio no estudo € isenta de despesas, ndo acarretando qualquer dnus pecunidrio com
relacdo aos procedimentos médico-clinico-terapéuticos efetuados com o estudo.

8. Da forma de acompanhamento e assisténcia
Estou ciente que terei direito a assisténcia, tratamento e indenizagcdo por eventuais danos, efeitos
colaterais e reacdes adversas decorrentes de sua participagdo na presente pesquisa.

9. Da liberdade de recusar, desistir ou retirar meu consentimento

Tenho a liberdade de recusar, desistir ou de interromper a colaboracio nesta pesquisa no momento em
que desejar, sem necessidade de qualquer explicagdo. A minha desisténcia ndo causard nenhum
prejuizo a2 minha saide ou bem estar fisico. Nao vird interferir no atendimento que recebo neste
servico médico.

10.Da garantia de sigilo e de privacidade
Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas poderdo ser divulgados em
publicacdes cientificas, desde que os dados pessoais ndo sejam mencionados.

11. Da garantia de esclarecimento e informacoes a qualquer tempo

Estou ciente que tenho a garantia de tomar conhecimento e obter informagdes, a qualquer tempo, dos
procedimentos e métodos utilizados neste estudo, bem como dos resultados, parciais e finais, desta
pesquisa. Para tanto, poderd consultar o pesquisador responsavel (Daniel Simon) ou o Comité de
Etica em Pesquisa da ULBRA Canoas(RS), com endereco na Av. Farroupilha, 8001 — Prédio 14 —
Sala 224, bairro Sao José, telefone (51) 3477-9217, e-mail comitedeetica@ulbra.br.

Declaro que obtive todas as informacdes necessdrias e esclarecimento quanto as ddvidas por mim
apresentadas e, por estar de acordo, assino o presente documento em duas vias de igual contetido e
forma, ficando uma em minha posse.



de de

Pesquisador Responsavel pelo Projeto

Sujeito da pesquisa e/ou responsavel

Testemunhas:

Nome: Nome:
RG: RG:
CPF/MF: CPF/MF:
Telefone: Telefone:




Anexo 2

PROTOCOLO DE INVESTIGACAO

Bases genéticas da degeneracao da cartilagem articular

Ficha n°:

Nome:

Idade: Data de nascimento: /

Sexo: (1) Masculino ( 2) Feminino

Raca: (1) B )M (3)N (4)

Ascendéncia: Avos Paternos

Avos Maternos

Endereco:

Bairro:

Cidade:

Estado

Telefone: Residencial ( )

Celular (

Peso

Altura

Indice de massa corporal

Queixa principal:

Localizacao da dor: ( )Quadril ( )Esq
( )Joelho ( )Esq ( ) Dir

( ) Dir

Inicio dos sintomas:

() Quadril ( ) Esq
( )Joelho ( ) Esq (

(

) Dir
) Dir

Duragdo da crise:

Intensidade (EVA 1 a 10):

Sintomas associados:

Fatores que pioram:

Fatores que aliviam:

Medicacao: (a) Aines/Miorrelaxantes

(b) Deriv. Opiéceos:

(c) Esterdides:

Histoéria clinica:

O @ & @
O @ & @
O @ & @




Atividade profissional:

() ortostatismo hs/dia.
Atividade fisica prévia: () sedentdrio

() prética esportiva () vezes por semana

Tipo de atividade: durante meses.
Fatores de risco:
Fumo: (1) Sim (2) Nao

Se sim cigarros/dia, durante anos.

Sobrepeso corporal: () sim ( )ndo IMC

Cargas repetitivas () sim () ndo hs/dia.
Diminui¢do de forca ( )sim ( ) ndo

Densidade mineral dssea alterada: ( ) sim ( )ndo valor
Historico familiar da doenga: () sim () ndo

Pais:

Irmaos:

Outros:

Exame Fisico:

Inspecao:

) atitude em flexo

) rotacdo externa do quadril
) claudicagdo

) varismo o joelho

) valgismo do joelho

~ AN NN N~

) discrepancia de membro

Trofismo muscular: Coxa D Coxa E

Outros achados:

Exames Complementares:

RX

Quadril Direito Quadril esquerdo Joelho direito Joelho esquerdo

() normal () normal () normal () normal




( ) I Kellgren | ( ) T Kellgren | ( ) I Kellgren | ( ) I Kellgren
Lawrence Lawrence Lawrence Lawrence
( ) II Kellgren | ( ) II Kellgren | ( ) II Kellgren | ( ) II Kellgren
Lawrence Lawrence Lawrence Lawrence
( ) I Kellgren | ( ) HI Kellgren | ( ) HI Kellgren | ( ) HI Kellgren
Lawrence Lawrence Lawrence Lawrence
( ) IV Kellgren | ( ) IV Kellgren | ( ) IV Kellgren | ( ) IV Kellgren
Lawrence Lawrence Lawrence Lawrence

Joelho direito

Joelho esquerdo

() unicompartimental medial () unicompartimental medial
() unicompartimental lateral () unicompartimental lateral
() bicompartimenal () bicompartimenal

() pancompartimental () pancompartimental

Exames laboratoriais:

Outros:

Tratamentos prévios:

Tratamento proposto:

Anotacdes:
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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