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RESUMO

As metaloproteases da matriz desempenham um papel fundamental na
destruicao tecidual e participam de diversos processos degenerativos. Polimorfismos
sdo um mecanismo pelo qual os individuos podem exibir uma pequena variagio
genética considerada biologicamente normal e podem tornar um individuo mais ou
menos suscetivel a uma determinada patologia. Polimorfismos em gene de
metaloproteases ja foram associados a diversas doencas, inclusive a patologias de
tenddes. O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia do polimorfismos na
regiao promotora do gene da MMP-1 (-1607) na tendinopatia primaria do tendao
tibial posterior. Os voluntarios foram divididos em dois grupos: teste, 50 pacientes
submetidos a procedimento cirurgico e com diagndstico anatomopatoldgico de lesdo
degenerativa do tendéo tibial posterior; controle, 100 pacientes com tendao tibial
posterior integro e sem sinais de degeneragdo. O DNA dos voluntarios foi obtido a
partir de células epiteliais da mucosa bucal, através de extracdo com acetato de
amonia. Técnicas de PCR e RFLP foram utilizadas para analise dos gendtipos. A
analise estatistica dos resultados foi realizada pelo Teste Qui-Quadrado com nivel
de significancia de 5%. Os resultados mostram que os polimorfismos -1607 da
MMP-1 esta relacionado com risco maior para tendinopatia primaria do tendao tibial

posterior.



ABSTRACT

The matrix metalloproteases play an important role in tissue destruction and
participate in many degenerative processes. Gene polymorphisms are a mechanism
by which individuals may exhibit variations within the range of what is considered
biologically normal and may make an individual more or less susceptible to a
particular pathology. Polymorphisms in metalloproteases genes have been
associated with several pathologies, including disorders of tendons. The aim of this
study was to investigate the influence of polymorphisms in the promoter region of the
gene of metalloproteinases 1 (-1607) in physiopatology of primary posterior tibial
tendon insufficiency. The sample of 150 selected patients was divided into test
group, 50 patients undergoing surgical procedures and pathological diagnosis of
degenerative lesions of the posterior tibial tendon, and control group, 100 patients
with posterior tibial tendon intact and no signs of degeneration. The DNA of the
volunteers was obtained from oral mucosa epithelial cells, by extraction with
ammonium acetate. PCR and RFLP were used for analysis of genotypes. Statistical
analysis of results was performed by Chi-squared test with significance level of 5%.
The results show that polymorphisms -1607 of MMP-1 is associated with increased

risk for primary tendinopathy of the posterior tibial tendon.
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1. INTRODUGAO

O tendéao tibial posterior € o inversor primario do retropé e do complexo
articular subtalar, no inicio do despreendimento do pé do solo, durante a fase
de apoio do ciclo da marcha. Participa ainda da flexao plantar do tornozelo, é o
antagonista primario dos tenddes fibulares e o estabilizador dindmico do arco
longitudinal medial do pé (MANN, 1993).

A insuficiéncia do tendao tibial posterior é reconhecida como principal
etiologia do pé plano adquirido do adulto, causando significativa perda
funcional, dor e osteoartrose secundaria das articulacdes do retropé. O maior
entendimento desta condi¢ao, durante os ultimos 25 anos, resulta do aumento
expressivo dos estudos focados nas ciéncias basicas e no conhecimento da

fisiopatogenia dessa sindrome clinica (POMEROY et al., 1999).

Avangos significativos em estudos histopatolégicos e técnicas de
investigacdo por imagem contribuiram para o melhor entendimento da
fisiopatologia das degeneracbes tendineas. A literatura demonstra que
caracteristicas individuais podem predispor a tendinopatias, indicando que
fatores intrinsecos ao hospedeiro desempenham um papel importante. Isso
sugere que existe um grupo de individuos com risco maior de desenvolver
patologias do tenddo. Na verdade, evidéncias comprovam que polimorfismos
genéticos podem influenciar as degeneragbes tendineas. Entretanto, a
literatura traz poucos estudos que analisaram essa influéncia, limitando-se a

analisar um pequeno grupo de genes.

Desde que a reacgado inflamatéria € o ponto chave para o
estabelecimento de tendinopatia, e, tendo em vista que a diferenciagao e
funcdo das células sdo dependentes de mediadores inflamatérios, torna-se
importante estudar os fatores genéticos que determinam a expressao desses
elementos biolégicos. Dentre eles as metaloproteases da matriz que
desempenham papel fundamental na destruicao tecidual e podem exercer

funcao significativa na patogénese das tendinopatias.



A determinagcdo desses padrbes genéticos, em pacientes com
tendinopatias primarias do tendao tibial posterior, possibilita a identificacdo de
individuos com maior risco de desenvolver essa doenca, bem como aqueles

suscetiveis a falha na regeneracao.

Dessa forma, marcadores genéticos podem ser identificados,
contribuindo para elaboragdo de estratégias de prevencdo e terapéutica
individualizadas, visando modular os marcadores genéticos e aumentar a taxa

de sucesso dos tratamentos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Degeneragbes dos tenddes sao comuns e constituem problema
frequente na pratica médica. Alguns tenddes sao particularmente vulneraveis e
usualmente apresentam alteracdo degenerativa primaria como o patelar, o
calcaneo, os do manguito rotador, o do biceps do brago, o tibial posterior e os
fibulares (RILEY, 2004).

Avangos significativos dos estudos histopatoldgicos e das técnicas de
investigacdo por imagem contribuem para o melhor entendimento da
fisiopatogenia das degeneracdes tendineas (JAMES et al., 1978; JOHNSON et
al., 1983; SATOMI et al., 2008). Entretanto, os conhecimentos dos fatores
mecanicos, vasculares e neurolégicos apresentam alcance limitado na
explicagéo etioldgica de muitos casos (ROLF, MOVIN, 1997; MCLAUCHLAN,
HANDOLL, 2001; RILEY, 2004).

Caracteristicas individuais podem influenciar o desenvolvimento de
tendinopatias, entre elas, a heranca genética (MOKONE et al., 2005). Assim,
parece existir um grupo de individuos com carga genética que |lhes confere
maior suscetibilidade para desenvolver doengas do tenddo (POSTHUMUS et
al., 2009; COLLINS; RALEIGH, 2009).

Polimorfismos sao pequenas variagdes genéticas nas quais um ou mais
alelos tém frequéncia génica maior que 1% (THOMPSON et al., 1991).
Aproximadamente 90% dos polimorfismos de DNA s&o polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs- Single Nucleotide Polymorphisms), devido a uma
troca ou insergao/delecdo de uma unica base (RA, PARK, 2007). Embora os
polimorfismos de DNA, em sua maioria, sejam funcionalmente neutros, uma
parte deles pode exercer efeito alelo especifico na regulacdo da expressao
génica ou funcao das proteinas codificadas e, assim, tornar um individuo mais
ou menos suscetivel a uma determinada doencga (YE, 2000). Polimorfismos em

regiao promotora podem influenciar a regulacédo transcricional de proteinas,



como as metaloproteases da matriz (CARGILL et al., 1999) e ja estédo
relacionados a diversas doencas (KERRIGAN et al., 2000; YAMADA et al.,
2002; SOUZA et al., 2003).

As metaloproteases (MMPs) representam a maior classe de enzimas
responsavel pelo metabolismo da matriz extracelular (BIRKEDAL-HANSEN et
al., 1993), contribuindo para degradagdo e remodelagdo do colageno de
tecidos lesados. Elas sao secretadas por células inflamatérias em resposta a
estimulos como citocinas e lipopolisacarideos e desempenham papel
importante em varios processos fisiologicos e patolégicos. Apesar de
possuirem grande semelhanga estrutural apresentam diferentes subclasses
como as colagenases intersticiais, gelatinases, estromelisinas, MMP de
membrana, além da matrilisina, metaloelastase e enamelisina. Esta
classificagdo é baseada na especificidade ao substrato (KERRIGAN et al.,
2000).

MMP-1, também chamada de colagenase-1, apresenta um proeminente
papel na degradagao especifica do colageno tipo I, o maior componente da
matriz extracelular, bem como outros tipos de colagenos: Il, Ill, V, IX (ZIOBER
et al., 2000; KERKELA, SAARIALHO KERE, 2003) e o colageno tipo X em pH
neutro (VINCENTI et al., 1996). Como eles sdo os mais abundantes
componentes da matriz extracelular, a MMP-1 é critica para a degradacgao e
remodelagem dos tecidos (VINCENTI et al., 1996).

Ela é expressa em uma ampla variedade de células normais, como
fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais, macréfagos, condrécitos,
osteoblastos e osteoclastos e em varias células tumorais (BRINCKERHOFF et
al., 2000). Em condigdes fisiolégicas normais, a MMP-1 é expressa em baixos
niveis (BIRKEDAL-HANSSEN et al., 1993). No entanto, sua expressao pode

aumentar significativamente em condigdes patoldgicas.

O aumento da expressao de MMP-1 é associado a um progndstico
reservado em varios tipos de neoplasias, como: cancer colorretal (WOO et al.,
2007), cancer de bexiga (TASCI et al., 2008), carcinoma oral (SHIMIZU et al.,
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2008; NISHIZAWA et al., 2007), carcinoma de nasofaringe (NASR et al., 2007)
e também em outros processos patoldgicos, como: doencga arterial coronariana
(HORNE et al., 2008), doencga arterial obstrutiva periférica (FLEX et al., 2007) e
soltura precoce de protese do quadril. (GODOY-SANTOS et al., 2009).

O nivel de expressdo das MMPs pode ser influenciado por diferentes
polimorfismos na regido promotora. O gene da MMP-1 esta localizado no
cromossomo 11 (11922.3); uma insercao/delegao de uma guanina na posi¢cao
-1607 do gene da MMP-1 cria dois alelos diferentes: um com uma unica
guanina (1G) e outro com duas (2G) (RUTTER et al., 1998). Rutter et al. (2009)

indicam que este € um polimorfismo funcional.

Este polimorfismo é associado a suscetibilidade para diversas doencas e
alteragbes fisiolégicas, como neoplasias (YE, 2000; CAO, LI, 2006;
NISHIZAWA et al., 2007; TASCI et al., 2007; WOO et al., 2007; CHAUDHARY
et al.,, 2010; ALTAS et al., 2010; LIU et al., 2011), doengca degenerativa do
disco intervertebral (SONG et al., 2008), tuberculose endobrénquica (KUO et
al., 2008), artrite reumatoide (MASSAROTTI et al., 2002), arteriosclerose
(ORBE et al., 2003), surdez subita (NAM et al., 2011), glioblastoma multiforme
(MALIK et al., 2011), periodontite (SOUZA et al., 2003), falha na
osseointegracdo de implantes (SANTOS et al., 2004; LEITE et al., 2008),
doenca coronaria (DRZEWOSKI et al., 2008) e fibrose pulmonar (WANG et al.,
2010).

Uma vez que a MMP-1 é capaz de degradar uma grande quantidade de
proteinas extracelulares e influenciar degradacao e remodelagdo de tecidos
injuriados, o estudo desse gene pode ser importante para uma melhor
compreensao do processo de degeneracdo tendinea. A determinagdo desses
padrées genéticos, em pacientes com tendinopatias possibilitaria a
identificagdo de individuos com maior risco a desenvolver essa patologia, bem
como aqueles susceptiveis a falha na regeneragédo. Dessa forma, marcadores
genéticos poderao ser identificados, contribuindo para uma selegdo pré-

operatdria adequada e para elaboragdo de estratégias de prevencado e



terapéutica individualizadas visando modular os marcadores genéticos e

aumentar a taxa de sucesso dos tratamentos.



3. MATERIAIS E METODOS

O protocolo foi avaliado e aprovado pela Comissao Cientifica do Instituto
de Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de
S&o Paulo (USP) sob o nimero 708, pela Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa (CAPPESQ) do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da Universidade de S&o Paulo sob o nimero 0901/09.

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

Sao Paulo (FMUSP).

Apos explicacdo do trabalho e assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, os voluntarios foram recrutados entre os pacientes do
Grupo de Pé e Tornozelo do Departamento de Ortopedia e Traumatologia do
Hospital das Clinicas da Universidade de Sdo Paulo. Estes pacientes foram
identificados segundo idade, género, indice de massa corpoérea, diagnéstico da
doenca, uso de medicamentos, antecedentes pessoais de doengas sistémicas
e infecciosas, antecedentes familiares de doencas inflamatérias e informacéao

sobre a presenca prévia de pé plano.



Foram divididos em dois grupos:

> Grupo-Teste: 50 pacientes com diagnéstico clinico e anatomopatolégico

de lesao degenerativa primaria do tendéo tibial posterior.

> Grupo-Controle: 100 pacientes assintomaticas e com tendao tibial
posterior integro na ressonancia magnética, sendo esta realizada na

investigacao de outra patologia.

Uma vez que degeneragdao no tibial posterior sdo trés vezes mais
frequentes em mulheres (DELAND et al., 2005) foram selecionados para

somente individuos femininos para ambos os grupos.

Pacientes de ambos os grupos apresentaram boas condi¢des sistémicas

e auséncia dos critérios descritos no quadro 1.

Doencas reumatolégicas

Doengas imunoldgicas

Diabetes

Doencgas hepaticas e renais

Infecgéo ou leséo prévia ou atual na topografia do pé e tornozelo

Obesidade superior ao grau |

Género masculino

Quadro 1 - Critérios de exclusao de pacientes no estudo.



O estudo do polimorfismo genético foi realizado no Departamento de
Biologia Celular da Universidade Federal do Parana. O grupo de pesquisadores
de processamento do material celular ndo teve conhecimento do grupo ao qual

fazia parte o voluntario.

3.1. Analise de Polimorfismos Genéticos

3.1.1. Obtencao de DNA

A coleta de DNA foi realizada na Universidade do Estado de Sao Paulo.
O DNA dos pacientes foi obtido a partir de células epiteliais da mucosa bucal,
por meio de um bochecho com 3 ml de solugéo autoclavada de glicose a 3%
(concentragao isomolar com a saliva) durante 2 minutos (TREVILATTO, LINE,
2000). O bochecho foi escolhido como a técnica de obtengcdo do material de
estudo, pois constitui 0 método menos invasivo e mais pratico de obtencao do
DNA. Nesta solugao, foi adicionado 1 ml de solugdo TNE (10 MM Tris pH 8,
150 MM NaCl e 2 mM EDTA) e entao centrifugado por 10 minutos a 2000 rpm,
para coleta da fase celular. Para a suspensdo das células, foi acrescendo 1,3
ml de solugcao de extragao (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
DNA.

3.1.2. Extragao de DNA

A extragdo do DNA foi realizada na Universidade Federal do Parana
conforme protocolo de Aidar & Line (2007). As amostras foram incubadas
durante 16 horas com 20 ug/ml de proteinase K (Sigma Chemical Co., St Louis,
MO, USA) a 56 °C. Foram adicionados 500 ul de solugdo de acetato de amonio
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10mM com EDTA 1mM e agitado em aparelho de vortex por 5 segundos. Apos
centrifugacao a 17000g por 10 minutos, o sobrenadante foi coletado e foram
adicionados 540 ul de isopropanol para cada 900 ul da solugcao contendo DNA.
Apos centrifugagdo, o sobrenadante foi submetido a lavagem com etanol a
70% e seco por 15 minutos a 37°C. O DNA foi realizada suspens&o em 100 ul
de tampéo TE (Tris-Cl a 10 mM (pH 7,8), EDTA a 1 mM) a temperatura

ambiente por trés horas.

3.1.3. Reagao da PCR

PCR (Polimerase Chain Reaction) foi utilizada para amplificacdo do
fragmento da regido reguladora do gene da MMP-1. A reacdo de PCR teve um
volume final de 10 ul, contendo aproximadamente 400 ng de DNA, taq Green

(Amersham Pharmacia-Biotech, Uppsala, Sweden) e os seguintes primers:

- Forward: TCGTGAGAATGTCTTCCCATT

- Reverse: TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTGAAATC.

Uma mistura com todos os reagentes foi submetida a uma desnaturagao
inicial por 3 minutos; seguida de trinta e cinco ciclos com desnaturagéo a 95°C,
anelamento a 55°C e extensdo a 72°C, 30 segundos em cada temperatura;

seguido de um extens3o final a 72°C por 5 minutos.

3.1.4. Determinacgao do Genoétipo

O fragmento amplificado foi submetido a digestdo por enzimas de

restricdo para gerar fragmentos menores (RFLP - Restriction Fragment Length
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Polymorphism). A digestao foi realizada com volume final de 10 ul, por 16 h a

37°C com a enzima Xmnl (New England Biolabs inc).

3.1.5. Eletroforese

As sequéncias amplificadas (PCR) e digeridas (RFLP) foram analisadas
por eletroforese em géis verticais de poliacrilamida a 10% em TBE 1x (89 mM
de Tris-Borato, 89 mM de acido bdrico e 2 mM de EDTA). Cinco microlitros de
PCR ou o produto de digestdo foram adicionados a 0,3 ul de GelRed™

(Unisciences). Os géis foram submetidos a uma corrente elétrica de 15 mA.

3.2. Analise Estatistica dos Resultados

A associagao entre polimorfismos genéticos e o grau de predisposi¢cao a
tendinopatia primaria foi avaliada através do teste Qui-Quadradro, pelo

software BioEdit, ao nivel de significancia de 5%.

O programa ARLEQUIN (v. 2.0 — Schneider et al., 2000) foi utilizado para

verificar o equilibrio de Hardy-Weinberg na amostra estudada.
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4. RESULTADOS

4.1. Amostras

Respeitados os critérios de inclusdo e nao inclusdo, a amostra foi obtida
por conveniéncia e composta por 150 mulheres, 50 individuos no grupo-teste
submetidos a procedimento cirdrgico e com diagnéstico clinico e
anatomopatolégico de lesdo degenerativa primaria do tendao tibial posterior e
100 individuos no grupo-controle com tendao tibial posterior integro e sem
sinais de degeneragdo na ressonancia magnética, realizada como investigacao

diagnéstica de queixa em outra topografia do tornozelo e pé.

A idade dos pacientes dos grupos da amostra, considerada como
variavel independente, continua e com distribuicdo ndo normal, foi analisada
através do teste U de Mann Whitney, que nao identificou diferenca estatistica

(p=0,0839) entre os dois grupos estudados.

Os dados de indice de massa corpérea de ambos os grupos foram
identificados conforme o sistema de classificagdo em individuo normal (de 18,5
a 24,9) ou individuo com obesidade grau | ( de 25,0 a 29,9). Considerados
como variavel independente, categorica e com distribuicdo ndo normal, foram
analisados através do teste exato de Fisher, que nao identificou diferenga
estatistica significante (p=0,721) entre os dois grupos estudados; excluindo
interferéncia da massa corpérea como fator de risco a tendinopatia na

populacio estudada.
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A média de idade e a distribuicdo do indice de massa corpérea (IMC) da

amostra estudada estéo representadas no quadro 2.

Parametros Controle (n = 100) Teste (n = 50)
Média de idade 51,76 anos (47-56) 53,06 anos (48-56)
61(normal)/ 33(normal)/
IMC 39(obesidade grau |) 17(obesidade grau )

Quadro 2 - Média de idade e distribuigcao por faixa de IMC da amostra nos grupos de estudo.

4.2. MMP-1

O polimorfismo do gene da MMP-1 na posicao -1607 é caracterizado
pela insercédo de uma base guanina (G), criando dois alelos diferentes (1G ou
2G). O alelo 2G esta relacionado com o aumento da expressao desse gene
(RUTTER et al., 1998). A enzima de restricao Xmnl reconhece o alelo 1G e na
presenca deste o produto de PCR (118 pares de bases) € digerido em duas
partes (89 e 29 pares de bases). Na eletroforese, o alelo 2G foi representado
por uma banda de DNA de 118 pares de bases, o alelo 1G por uma banda de
DNA de 89 pares de bases, enquanto o heterozigoto apresentou uma
combinagdo de ambos os alelos (118 e 89 pares de bases). Durante a
eletroforese, a banda com 29 pares de bases saia do gel. A figura 1 mostra os
fragmentos amplificados e digeridos da MMP-1 (-1607), caracterizando os

diferentes gendtipos.
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161G 2G/2G  1G/2G

118pb

89pb

Figura 1: Os trés gendtipos da MMP-1 (-1607) encontrados nos pacientes do estudo.

A analise do polimorfismo -1607 do gene da MMP-1 indica diferenga

estatistica significante entre os grupos estudados.

Enquanto no grupo-controle 75% dos voluntarios apresentaram alelo 1G,
no grupo-teste o alelo 2G apareceu em 78% dos pacientes. O gendtipo 1G/1G
foi 0 mais frequente no grupo-controle (62%), enquanto o gendtipo 2G/2G foi o

mais frequente no grupo-teste (72%), como demonstra o quadro 3.

MMP-1 Grupo-Controle Grupo-Teste Qui-Quadrado
(-1607) no % n %
Alelos N = 200 n =100 p < 0,001
1G 150 75 22 22
2G 50 25 78 78
Gendtipos N =100 n =50 p < 0,001
1G/1G 62 62 08 16
2G/2G 12 12 36 72
1G/2G 07 07 06 12

Quadro 3: Frequéncia dos alelos e gendtipos do polimorfismo -1607 do gene da MMP-1 nos

pacientes analisados.
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5. DISCUSSAO

Os estudos genéticos relacionados a tendinopatias publicados na
literatura apresentam analise da correlagdo de polimorfismos nos genes que
expressam o colageno tipo V (COL5A1), a tenascina-C, o colageno tipo | (GT),
o fator transformador de crescimento beta 1 (TGF- 1) variante rs1800469 e o
fator 5 de diferenciagdo de crescimento (GDF-5) variante rs143383, com
alteracdes do tendao calcaneo, mas nao em relacdo ao tendao tibial posterior
(MOKONE et al.,, 2005; MOKONE et al., 2006; POSTHUMUS et al., 2009;
COLLINS; RALEIGH, 2009; POSTHUMUS; COLLINS, 2010).

Esse estudo faz parte de uma linha de pesquisa genética ampla que
envolve a analise de diversos genes e sua relagido cam a tendinopatia primaria
do tibial posterior, e € realizado pela parceria entre o Departamento de
Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo e o Departamento de Biologia Celular da Universidade Federal do
Parana (UFPR).

O interesse do grupo envolvido nessa linha de pesquisa é catalogar
diferentes polimorfismos relacionados a tendinopatia primaria, uma vez que o
perfil gendmico permite definir um banco de marcadores genéticos para

suscetibilidade a tendinopatia primaria do tendao tibial posterior.

Os resultados demonstram que o método de extracdo de DNA utilizado
foi adequado para obtencao de quantidades suficientes de DNA. A amplificacao
dos fragmentos por técnica de PCR teve suas condigbes otimizadas e a
escolha da enzima de restricdo para a técnica de RFLP foi adequada para a
analise do polimorfismo estudado. Assim, com uma metodologia reprodutivel,
de baixo custo e pouco invasiva, foi possivel identificar um marcadores
moleculares para pacientes com tendinopatia primaria do tendao tibial

posterior.
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O presente estudo obteve um banco de DNA de 150 individuos, sendo
50 pacientes com lesdo degenerativa do tend&o tibial posterior e 100 com
tendéo tibial posterior integro. Esse banco é resultado de critérios rigidos na
obtencdo da amostra, visando diminuir a influéncia de fatores sistémicos que
podem mascarar ou acentuar o real papel dos polimorfismos genéticos na

fisiopatogenia dessa tendinopatia.

O polimorfismo estudado no gene da MMP-1 apresenta equilibrio de
Hardy-Weinberg, garantindo, assim, que a distribuicdo genotipica ocorreu ao
acaso. O equilibrio de Hardy-Weinberg é a base da genética de populagdes e
define que em uma populacdo mendeliana dentro de condicdes normais, as
frequéncias alélicas permanecerdo constantes ao passar das geragbes. A
teoria de que alelos raros se tornam cada vez mais raros e que alelos
frequentes aumentem cada vez mais sua frequéncia, simplesmente por ja
serem raros ou comuns, € matematicamente refutada pelo principio de Hardy-

Weinberg.

Esse estudo mostra que o polimorfismo na regido promotora do gene da
MMP-1 (posicédo —1607) esta fortemente associado a tendinopatia primaria do
tendao tibial posterior. O alelo 2G foi observado em uma frequéncia
significativamente maior nos pacientes com diagnéstico anatomopatolégico de
lesdo degenerativa do tendao tibial posterior (78% no grupo-teste versus 25%

no controle).

Uma vez que o colageno tipo | € o componente principal da matriz
extracelular do tendao e sua degradacao é considerada um dos fatores-chave
nas lesdes destrutivas descontroladas, fica evidente o papel da MMP-1 nesse
processo uma vez que esta enzima é eficiente para iniciar a degradagéo do
colageno tipo | (SORSA et al., 2006). Embora esta MMP-1 exerga seu papel
principal na degradagdo da matriz, ela também pode modular a resposta
inflamatoria e imune (KUULA et al., 2009, KORPI et al., 2009). O desequilibrio
na producao da MMP-1 em paciente com o alelo 2G, onde esse alelo aumenta

a transcricdo do gene e potencializa o nivel da expressdo dessa proteina
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(RUTTER et al.,, 1998), fornece a base molecular para explicar uma intensa
degradacao do colageno tipo | e uma resposta inflamatéria exacerbada, criando

condi¢cdes que acentuam a tendinopatia.

Na verdade, a tendinopatia, como em qualquer processo multifatorial
(MICHALOWICZ et al., 2000), parece ser a combinagdo de varios
polimorfismos de risco significativo agindo sinergicamente que eleva a
suscetibilidade a falha. Uma vez que as MMPs tém um papel chave na
degeneracédo de tenddo e que a descoberta de marcadores genéticos
relacionados a tendinopatia possibilita a identificacdo de individuos
susceptiveis; a analise de polimorfismos em MMPs relacionados a tendinopatia

primaria € de um valor clinico inestimavel.

No futuro, a investigagcado de outros marcadores genéticos podera definir
e padronizar todos os genes de risco para essa doenga e, assim, criar
condigbes adequadas para o desenvolvimento de estratégias preventivas e
terapéuticas individualizadas, como, por exemplo, o uso dos inibidores de
MMPs de baixo peso molecular para pacientes suscetiveis a insuficiéncia do

tendao tibial posterior.
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6. Conclusao

Foi obtido um banco de DNA de 150 pacientes do Grupo de Pé e
Tornozelo do Departamento de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das
Clinicas da Universidade de S&o Paulo. Através desse banco, diversos estudos
associando fatores genéticos relacionados a tendinopatia poderdo ser

realizados, possibilitando descobertas de novos marcadores moleculares.

O polimorfismo na posig¢ao -1607 do gene da MMP-1 esta associado com
a tendinopatia primaria do tendao tibial posterior na populacdo estudada. Os
resultados apresentados sugerem um papel ativo dessa MMP na degeneragao
do tendao, onde individuos com o alelo 2G parecem ter um risco maior a
tendinopatias primarias. Portanto, esse polimorfismo pode ser usado como
marcador genético de susceptibilidade a tendinopatia primaria do tendéo tibial

posterior.
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