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RESUMO 

 

 

O tendão tibial posterior (TTP) é particularmente vulnerável e sua insuficiência é 
reconhecida como a principal causa do pé plano adquirido do adulto. Alguns 
pacientes têm uma predisposição sem causa clinicamente reconhecida, sugerindo 
que as características individuais, incluindo fatores genéticos, desempenham um 
papel importante na tendinopatia. As metaloproteinases da matriz (MMP) são 
enzimas responsáveis por degradar e remodelar o colágeno, principal componente 
dos tendões. O objetivo do presente estudo foi investigar a associação do 
polimorfismo -77 (rs2252070) da MMP-13 isoladamente e em haplótipo com os 
polimorfismos -519 (rs1144393) e -1607 (rs1799750) da MMP-1 e -799 (rs11225395) 
da MMP-8 e a predisposição a disfunção do TTP. A amostra de 200 pacientes 
selecionados foi dividida em: grupo teste com 100 pacientes submetidos à 
procedimentos cirúrgicos e de diagnóstico histopatológico de lesão degenerativa do 
tendão tibial posterior e grupo controle com 100 pacientes com tendão do tibial 
posterior intacto e sem sinais de degeneração. O DNA dos voluntários foi obtido a 
partir de células epiteliais da mucosa bucal, por extração com acetato de amônio. A 
identificação dos genótipos foi realizada por PCR e RFLP. A análise estatística dos 
resultados foi realizada pelos testes de Mann-Whitney U (idade), Exato de Fisher 
(IMC), Regressão logística múltipla, Análise por combinação, Chi-quadrado 
(frequências alélicas e genotípicas) e SNPstats (haplótipos), todos com nível de 
significância de 5%. Houve uma diferença significativa nas frequências alélicas e 
genotípicas entre os grupos teste e controle para os polimorfismos -77 da MMP-13, -
519 e -1607 da MMP-1 e -799 da MMP-8. Análise de haplótipo indicou diferença 
significativa entre os dois grupos estudados. De acordo com nossos resultados o 
polimorfismo -77 da MMP-13 isoladamente e em haplótipo com polimorfismos -519 e 
-1607 da MMP-1 e -799 da MMP-8 está associado à tendinopatia no tendão do tibial 
posterior. 
 
 
Palavras-chave: MMPs, MMP-1, MMP-8, MMP-13, Metaloproteinases, 
                           Polimorfismos em MMPs, Tendinopatia do Tibial Posterior.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

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

 

 

O tendão tibial posterior está localizado na face medial do pé, é o inversor 

primário do retropé e do complexo articular subtalar, no início do desprendimento do 

pé do solo durante a fase de apoio do ciclo da marcha. Participa da flexão plantar do 

tornozelo, é o antagonista primário dos tendões fibulares e o estabilizador dinâmico 

do arco longitudinal medial do pé (Mann, 1993). 

A insuficiência do tendão tibial posterior é reconhecida como principal 

etiologia do pé plano adquirido do adulto, causando significativa perda funcional, dor 

e osteoartrose secundária das articulações do retropé. O melhor entendimento desta 

condição, durante os últimos anos, resulta do aumento expressivo dos estudos 

focados nas ciências básicas e no conhecimento da fisiopatogenia desta síndrome 

clínica. 

A literatura demonstra que diversos fatores podem estar associados com a 

tendinopatia, entretanto, alguns casos ocorrem sem causas clinicamente 

reconhecidas, sugerindo um papel etiológico importante de fatores intrínsecos do 

paciente, entre eles polimorfismos genéticos.  

Investigações bioquímicas revelam que o tendão tibial posterior é 

caracteristicamente composto por fibras de colágenas (Gonçalves et. al., 2002; 

Satomi et. al., 2008). 

As metaloproteinases da matriz (MMPs) são mediadores importantes na 

remodelação do colágeno e desempenham um papel fundamental no controle da 

destruição tecidual. Entre elas, as colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13) são 

capazes de modificar uma grande quantidade de proteínas extracelulares e gerar 

degradação e remodelação de tecidos lesados. O estudo de polimorfismos genéticos 

funcionais em genes que expressam essas metaloproteinases pode ser importante 

para melhor compreensão do processo de degeneração tendinosa. 

A determinação desses padrões genéticos, em pacientes com tendinopatias 

primárias do tibial posterior, possibilita a identificação de indivíduos com maior risco 

de desenvolver essa doença, bem como aqueles suscetíveis à falha na 

regeneração. 
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Desta forma, marcadores genéticos podem ser identificados, contribuindo 

para elaboração de estratégias de prevenção e terapêutica individualizadas, visando 

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

 

 

2.1 TENDINOPATIA PRIMÁRIA DO TENDÃO TIBIAL POSTERIOR 

 

 

Degenerações dos tendões são comuns e constituem problema frequente na 

prática médica. Alguns tendões são particularmente vulneráveis e usualmente 

apresentam alteração degenerativa primária, tais como: o patelar, o calcâneo, os do 

manguito rotador, o do bíceps do braço, o tibial posterior, os fibulares e os de 

Aquilles (Riley, 2004; Abate et. al., 2009). O tendão tibial posterior (TTP) esta 

localizado na face medial do pé (Figura 1) é particularmente vulnerável à 

degeneração e sua insuficiência é reconhecida como a principal causa do pé plano 

adquirido do adulto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1- As setas indicam a inserção do Tendão Tibial Posterior, localizado na face medial do pé. 

Fonte: RA Mann & M. J. Coughlin. 1993, Mosby, St Louis, ed 6, pp 757-784. 

 

  

A insuficiência do tendão tibial posterior é três vezes mais frequente nas 

mulheres, especialmente em caucasianas, com sobrepeso e hipertensas, a média 

de idade para início dos sintomas é 40 anos, apresentando pico de incidência aos 55 

anos (Deland et. al., 2005). A Figura 2 mostra as características clínicas de paciente 

com tendinopatia primária no tibial posterior no pé esquerdo, onde é possível 

observar a perda do arco longitudinal medial do pé, deformidade em plano valgo e 
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edema da face medial do pé. Ainda há relato de dor, alteração do padrão normal da 

marcha e perda funcional. 

 

 

 

Figura 2- Paciente com Tendinopatia do Tibial Posterior, mostra as características clínicas no pé 

esquerdo. 

Fonte: Departamento de Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de 

São Paulo (FMUSP). 

 

 

Diversos fatores etiológicos são propostos para explicar a síndrome: a 

presença do pé plano congênito (Kettelkamp, 1969; Dyal et. al., 1987; Jahss, 1982; 

Mann, 1993; Johnson 1983, 1989; Funk et. al., 1986), o impacto no túnel 

osteofibroso (Jahss, 1991), a presença do osso navicular acessório (Kidner, 1933), a 

região hipovascular do tendão (Frey et. al., 1990, Holmes e Mann, 1993) e a 

demanda mecânica aumentada (Pomeroy et. al.,1999). Entretanto, os 

conhecimentos dos fatores mecânicos, vasculares e neurológicos apresentam 

alcance limitado na explicação etiológica de muitos casos (Rolf, 1997; McLauchlan, 

2001; Riley, 2004). 

Collings e Raleigh (2009) revelam que características individuais podem 

predispor a lesões do aparelho locomotor, sugerindo que fatores intrínsecos do 

paciente desempenham papel etiológico importante. Assim, parece existir um grupo 

de indivíduos com predisposição genética para desenvolver doenças do tendão 

(Posthumus et. al.,2009a; Collings; Raleigh, 2009). 

Investigações bioquímicas revelam que o tendão tibial posterior é 

caracteristicamente composto por mais de 95% de fibras de colágeno tipo I e 

quantidades relativamente pequenas de outros tipos de colágeno, como: tipos III, IV 

e V (Gonçalves et. al., 2002; Satomi et. al., 2008). 
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Uma vez que o tendão tibial posterior é principalmente composto de fibras 

colágenas e alterações na sua proporção e/ou distorções da sua arquitetura levam a 

tendinopatia, torna-se importante avaliar a participação de enzimas relacionadas a 

remodelação e degradação dessas fibras.   

 

 

2.2 METALOPROTEINASES 

 

 

As metaloproteinases da matriz (MMPs) são mediadores importantes na 

remodelação do colágeno e desempenham um papel fundamental no controle da 

destruição tecidual, de modo que podem estar relacionadas à patogênese das 

tendinopatias. Assim sendo, no intuito de contribuir para melhor elucidar a etiologia 

molecular desta importante patologia, torna-se imprescindível o estudo do controle 

de expressão dos genes relacionados a tais proteases. 

As MMPs são um grupo de enzimas endopeptidases que têm capacidade de 

degradar praticamente toda a matriz extracelular, membrana basal e seus 

componentes (Birkedal-Hansen et. al., 1993). Portanto, possuem papel importante 

na regulação da homeostase da matriz extracelular em humanos (Mott, 2004). Estas 

proteases são secretadas pelas células locais (Alberts et.al., 2004), muitas de suas 

atividades biológicas são exercidas em ambiente extracelular, onde influencia 

criticamente o comportamento celular, variando os alvos de degradação ou de 

atividade proteolítica das moléculas da matriz extracelular, peptídeos de fator de 

crescimento, citosinas, moléculas de adesão celular e muitos outros tipos de 

receptores e glicoproteínas residentes na superfície celular (Sternlicht e Werb, 2001; 

Butler et. al., 2009). 

O grupo das MMPs em humanos é composto por 24 genes, com 23 tipos de 

MMPs, pois a MMP-23 é codificada por dois genes idênticos (Hadler-Olsen et. al., 

2011). Todos os tipos apresentam similaridades estruturais e funcionais. Os 

membros da família de MMPs foram identificados e tiveram seus nomes descritos 

originalmente baseados no conhecimento limitado da preferência por substrato 

específico (Sternlicht e Werb, 2001). O sistema de números sequenciais baseado na 

ordem de descobrimento foi adotado quando se tornou claro que existiam mais 

MMPs do que haviam previsto anteriormente (Woessner & Nagase, 2000).   
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Mesmo com nome sequencial numérico as MMPs continuam divididas em 

subgrupos baseados em seus substratos primários: colagenases, gelatinases, 

estromelisinas, matrilisinas, MMPs de membrana e outras (Del Buono et. al., 2012; 

Nagase et. al., 1999).  

A estrutura das metaloproteinases (Figura 3) deriva de um protótipo de três a 

cinco domínios e tem pelo menos, um pró-domínio com região C terminal rico em 

cisteina, que mantém a enzima como um zimógeno inativo até que seja removido 

por proteólise, domínio de articulação rico em Prolinas e um domínio Hemopexina/ 

Vitronectina, que medeia à interação entre a enzima e as TIMPs e associação entre 

os receptores celulares. (Hadler-Oslen et. al., 2011, Nagase, 2003). 

 

 

 

Figura 3 – Representação geral da estrutura de uma metaloproteinase da Matriz (MMPs), ilustra as 

semelhanças estruturais, variando apenas alguns domínios, que as diferenciam entre si. 

Fonte: Adaptado de Hannas, 2007b. 

 

 

A maioria das MMPs são sintetizadas e secretadas na forma inativa 

(zimógenos); são convertidas para atividade proteolítica por meio de vários 

processos regulatórios (Huntley et. al., 2012), que ocorrerem a nível transcricional, 

traducional e pós traducional (Sternlicht e Werb, 2001). Ainda podem ser reguladas 

por interação com inibidores proteolíticos, como a α2-macroglobulina (proteína 
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plasmática que age como um inibidor de proteases) ou seus inibidores teciduais 

específicos (TIMPs) (Lenglet et. al., 2013). 

A ativação enzimática requer a remoção do domínio pró-peptídeo por meio 

da degradação por proteases e sua atividade pode ainda ser regulada por citocinas, 

hormônios, fatores de crescimento, estresse de cisalhamento ou estresse oxidativo 

(Spinale, 2007). 

MMPs são amplamente distribuídas, mas sua estrutura é bastante 

conservada (McGeehan et. al., 1992). Todas elas possuem uma sequência gênica 

com alta taxa de similaridade, sugerindo que foram duplicadas a partir de um gene 

ancestral comum. Dos genes das MMPs humanas, oito estão no cromossomo 11 

(Shapiro, 1998). Outros genes que as sintetizam estão distribuídos entre os 

cromossomos 1, 8, 12, 14, 16, 20 e 22 (Shapiro, 1998). 

As metaloproteinases desempenham papel relevante em vários processos 

de remodelação fisiológica, como no desenvolvimento embrionário, na involução 

uterina pós-parto, remodelação óssea, cicatrização de feridas (Woessner, 1991), na 

angiogênese (Newby, 2005), na reposição celular, remielinização e restabelecimento 

de conectividade e integridade neurovascular (Huntley et. al., 2012). 

Alterações nas atividades das MMPs são relatadas em diversos processos 

patológicos, como na inflamação por meio da migração leucocitária (Knauper et. al., 

1993), no crescimento e expansão de tumores benignos e metástases (Basset et. 

al., 1997, Johnsen et. al., 1998; Egeblad e Werb, 2002; Yang et. al., 2013), nas 

neoplasias primárias (Zhou et. al., 2010; Park et. al., 2011; Wu et. al., 2011), câncer 

coloretal (Shalaby et. al., 2014; Saeed et. al., 2013), câncer de próstata (Schveigert 

et. al., 2013), câncer de mama (Saeed et. al., 2013), câncer oral (Pereira et. al., 

2012), ainda em algumas patologias como: colite (Madisch et. al., 2011), na 

reabsorção óssea (Okada et. al., 1995), artrite reumatoide (Ye et. al., 2007; Sun et. 

al., 2013), osteoartrite (Barlas et. al., 2009), na neuroinflamação, isquemia e hipóxia 

(Rivera et. al., 2010), na desmielinização (Yong et. al., 2005), no traumatismo 

cerebral e espinhal, lesão medular, e degeneração neuronal (Zhang et. al., 2010), 

cardiomiopatia hipertrófica (Privalova et. al., 2014), doença arterial coronariana (Wu 

et. al., 2013), fibrilação atrial persistente (Lombardi et. al., 2011), isquêmia cerebral 

(Chehaib et. al., 2014; Nie et.al., 2014), formação de placas na carótida (Li et. al., 

2014; Zu et.al., 2013), diabetes tipo 2 (Singh, 2013), doença de Parkinson e 
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esclerose lateral amiotrófica (He et. al. 2013), periodontite (Pan et. al., 2013) entre 

outras.  

 

 

2.3 COLAGENASES 

 

 

As colagenases degradam todas as moléculas de colágeno, especialmente 

colágeno fibrilar e incluem MMP-1 ou colagenase-1, MMP-8 ou colagenase-2 e 

MMP-13 ou colagenase-3, as quais serão tratadas neste trabalho. 

As colagenases tem em sua estrutura um pré-domínio, um pró- domínio (rico 

em cisteina), um domínio catalítico (contém íons de zinco no sítio ativo) e um 

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

 

 

2.3.1 MMP-13 

 

  

As colagenases degradam colágenos fibrilares dos tipos I, II, III, V e XI. A 

MMP-13 adicionalmente degrada colágenos tipo IV, IX, X e XIV, a isoforma grande 

da tenascina C, a fibronectina, a laminina, agrecano, proteína do núcleo, fibrilina-1 e 

inibidores de serina-proteases (Mokone et. al., 2006; Posthumus et. al., 2009a). A 

MMP-13 também ativa pró-MMPs latentes. Sua ampla afinidade por diferentes 

substratos torna a MMP-13 uma das mais potentes metaloproteinases da 

degradação de matriz extracelular (Saracini et. al., 2012). 

As MMP-13 são enzimas com 60k Da na forma inativa e 48 kDa na forma 

ativa (Sternlicht e Werb, 2001; McQuibban et. al., 2002). Os níveis de pró-formas e 

formas ativas de MMPs e sua atividade proteolítica nem sempre são inferidas pelos 

níveis de mRNA; estudos bioquímicos mostraram que MMP-13, entre outras, 

possuem níveis abaixo das condições basais em humanos adultos (Vecil et. al., 

2000; Jaworski, 2000). A MMP-13 tem uma distribuição de tecido limitada e um 

padrão altamente regulado de expressão. A expressão de MMP-13 ocorre na 

camada de revestimento sinovial, células endoteliais vasculares, monócitos, 

osteoblastos e células de cartilagem em tecidos sinoviais reumatoides (Iwamoto et. 
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al., 2011), e também em células percussoras dos osteoclastos, epitélio sulcular 

gengival, fibroblastos gengivais, macrófagos e células plasmáticas (Pirhan et. al., 

2009). 

A expressão da MMP-13 foi primeiramente descoberta em câncer de mama 

(Pirhan et. al., 2009). Sabe-se que polimorfismos genéticos localizados na região 

promotora dos genes das MMP e podem conduzir a alterações na expressão de 

proteínas, na sua estrutura, na sua função e pode ser associado a predisposições a 

várias doenças (Pirhan et. al., 2009). 

O aumento da expressão de MMP-13 em alguns tecidos está associado com 

o aumento à susceptibilidade ao câncer (Gao et. al., 2014), a invasão e progressão 

de inúmeros tumores sólidos em humanos (Egeblad e Werb, 2002), em graves 

neoplasias invasivas, como: câncer de pulmão (Gao et.al., 2014; Sanli et. al., 2013), 

câncer de mama (Wieczorek et. al., 2012; Saeed, 2013), câncer epitelial do ovário 

(Jia et. al., 2010), câncer epitelial na cabeça, pescoço e vulva, no início e metástase 

de melanomas (Ala-aho, 2004). O aumento de expressão também está envolvido em 

outras doenças como na degeneração no tendão de Achilles, do manguito rotador 

(Mos, 2007; Lo, 2004, Jones, 2006), na artrite reumatóide (Ye, 2007), doença arterial 

coronariana (Vasku et. al., 2012), doença da aorta abdominal (Saracini et. al., 2012) 

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

 

 

2.3.2 OUTRAS COLAGENASES, MMP-1 E MMP-8 

 

 

A colagenase-1 ou MMP-1, apresenta um proeminente papel na degradação 

específica do colágeno tipo I, o maior componente da matriz extracelular e dos 

tendões. A metaloproteinase MMP-1 cliva o colágeno I que posteriormente é 

degradado por outras enzimas (De Souza e Line, 2002), e desnatura-se formando 

gelatina que é degradada pelas gelatinases (MMP-2 e MMP-9) (Cotrim et. al., 2002; 

Stamenkovic, 2000).  

A MMP-1 é uma enzima com 52 kDa na forma inativa e 41 kDa na forma 

ativa que é expressa in vivo em áreas de rápida remodelação tecidual fisiológica ou 

patológica (Westermarc e Kähäri,1999). Ela é expressa em uma ampla variedade de 

células normais, como fibroblastos, queratinócitos, células endoteliais, macrófagos, 
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condrócitos, osteoblastos e osteoclastos e também em várias células tumorais 

(Brinckerhoff et. al., 2000). 

Os substratos já identificados desta enzima são os colágenos dos tipos I, II, 

III, V, VII, VIII, IX e X, além de agrecano e α2-macroglobulina (Nabeshima et. al., 

2002; Westermarc & Kähäri, 1999).  Lynch e Matrisian (2002) relatam que além 

destes substratos a MMP-1 ainda degrada o colágeno tipo XI, gelatina, entacina, 

fibronectina, laminina, tenascina e vitronectina. 

Em condições fisiológicas normais, a MMP-1 é expressa em baixos níveis 

(Birkedal-Hanssen et. al., 1993); no entanto, sua expressão pode aumentar 

significativamente em condições patológicas. Joseph e colaboradores (2009) 

descrevem o aumento da expressão associada com sinais histológicos de 

tendinopatia.  

O aumento da expressão de MMP-1 é associado a vários tipos de 

neoplasias, como: câncer colo retal (Woo et. al., 2007; Ji et. al., 2013), câncer de 

bexiga (Tasci et. al., 2008; Yan et. al., 2014), carcinoma oral (Shimizu et. al., 2008; 

Nishizawa et. al., 2007), carcinoma de nasofaringe (Nasr et. al., 2007) câncer na 

laringe (Olejniczak, 2012), câncer no pulmão (Xiao et. al., 2012; Hu et. al., 2013), 

câncer de mama (Wieczorek et. al., 2012), tumor no estomago (Dey et. al., 2014), 

câncer gástrico (Dedong et. al., 2014), endometriose (Trovó, 2012), doença arterial 

coronariana e obstrutiva periférica (Horne et. al., 2008; Flex et. al., 2007), soltura 

precoce de prótese do quadril (Godoy-Santos et. al., 2009), anomalias congênitas do 

rim e trato urinário em crianças (Djuric et. al., 2014), pancreatite crônica (Sri et. al., 

2013), prolapso de órgão pélvicos (Skorupski et. al., 2013), artrite reumatoide (Chen 

et. al., 2012), degeneração no tendão do bíceps (Lakemeier, 2010), ruptura de 

cordas tendíneas na insuficiência mitral (Lin et. al., 2013), periodontite crônica (Li et. 

al., 2013), ainda, implica em diversas doenças pulmonares em relação à estrutura 

alveolar (Joos et. al., 2000), asma (Wang et. al., 2010), ruptura e destruição tecidual 

da cavidade pulmonar (Green et. al., 2010; Kuo et. al., 2008), fibrose pulmonar 

(Hsieh et. al., 2013) e resposta de cicatrização anormal (Elkington et. al., 2011). 

A MMP-8, também chamada de colagenase-2, é uma enzima que pode ser 

secretada tanto na forma não glicosilada de 55 kDa, quanto na forma glicosilada 75 

kDa; quando clivada apresenta o peso molecular de 55-65 kDa (Hannas, 2007). 

Como a maioria das MMPs, a MMP-8 deve ser ativada antes de exercer suas 

funções. Essa ativação pode ser mediada por espécies reativas de oxigênio (ROS) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dedong%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25148204
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de neutrófilos ativados, ou por uma variedade de proteases como catepsina G, 

quimotripsina e diversas MMPs (MMP -3, -7, -10 e -14) (Lenglet et. al., 2013). 

A MMP-8 foi primeiramente descoberta como sendo um produto exclusivo de 

neutrófilos, mas, subsequentemente, mostrou ser expressa por uma variedade de 

outros tipos de células, como: as endoteliais, musculares lisas, macrófagos, 

polimorfonucleares, fibroblastos gengivais, queratinócitos, condrócitos e 

odontoblastos (Palosaari et. al., 2000; Prikk et. al., 2001; Wahlgren et. al., 2001; 

Pirilä et. al., 2003), bem como células de neoplasia bucal (Moilanen et. al., 2002). 

Potencialmente a MMP-8 degrada uma variedade de substratos, 

particularmente o colágeno tipo I, que é clivado com três vezes mais eficiência 

comparada a outras colagenases, pois a MMP-8 cliva a molécula de colágeno na 

posição Glu775-Ile776, de forma a gerar dois fragmentos que podem ser 

degradados por proteases não específicas (Lenglet et. al., 2013).  

MMP-8 é um importante mediador de destruição em diversas doenças 

inflamatórias e está relacionada a doenças cardiovasculares (Herman et. al., 2001), 

arteriosclerose (Laxton et. al., 2009), arterosclerose carótida (Djuric et. al., 2011), 

vulnerabilidade à placa carótida (Wang et. al., 2012), bronquiectasia (Sepper et. al., 

1995; Lee et. al., 2007), asma (Shimoda et. al., 2013), insuficiência pulmonar 

(Roderfeld et. al., 2009), melanomas (Vihinen et. al., 2008), neoplasias do sistema 

nervoso central (Köhrmann et. al., 2009), câncer de mama (Wieczorek et. al., 2012), 

câncer no ovário (Arechavaleta-Velasco et. al., 2014), cicatrização em diabéticos 

(Kumar et. al., 2006), falha de implantes osseointegrados dentários (Costa-Junior et. 

al., 2013), periodontite generalizada agressiva (Emingil et. al., 2014), entre outras. 

 

 

2.4 POLIMORFISMOS GENÉTICOS 

 

 

Polimorfismos são variações genéticas nas quais o alelo mais frequente tem 

frequência gênica menor a 99% (Thompson et. al., 1991). Aproximadamente 90% 

dos genes polimórficos são de nucleotídeo único (SNPs- Single Nucleotide 

Polymorphisms), devido a uma troca ou inserção/deleção de uma única base (Ra e 

Parks, 2007). Embora os polimorfismos de DNA, em sua maioria, sejam 

funcionalmente neutros, uma parte deles pode exercer efeito alelo específico na 
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regulação da expressão gênica ou função das proteínas codificadas e, assim, tornar 

um indivíduo mais ou menos suscetível a uma determinada doença (Ye, 2000).  

Polimorfismos em região promotora podem influenciar a regulação 

transcricional de genes, como os de metaloproteinases (Cargill et. al., 1999). Os 

polimorfismos genéticos provavelmente influenciam a degeneração tendínea por 

meio do efeito acumulado de múltiplos polimorfismos, envolvendo interações 

complexas entre múltiplos genes (Adamo et. al.,2001). Para entender a importância 

de cada alelo é necessário avaliar a contribuição de cada polimorfismo no fenótipo 

da doença (Magra, 2008). 

Mokone et. al. (2005) demonstram que o polimorfismo no gene alfa 1 do 

colágeno tipo V (COL5A1) está associado com sintomas de patologias do tendão 

calcâneo, onde o alelo A2 parece exercer um papel protetor.  

O mesmo grupo comprova também o papel da tenascina-C nesse processo 

(Mokone et. al., 2006). A análise do polimorfismo no gene da tenascina-C 

caracterizado pela repetição de guanina-timina (GT) indica que os indivíduos com 12 

e 14 repetições GT no gene tenascina-C apresentam um risco seis vezes maior de 

desenvolver lesões no tendão calcâneo. 

Um polimorfismo na cadeia alfa 1 do colágeno tipo I (GT) está associado a 

rupturas do ligamento cruzado anterior (Posthumus et. al., 2009a), mas não com 

lesões de tendão calcâneo (Posthumus et. al., 2009b). 

Collings e Raleigh (2009) relatam que o polimorfismo do gene COL5A1 está 

associado às doenças crônicas do tendão calcâneo.  

Posthumus e Collings (2010) notam a comparação dos genótipos em 

pacientes com patologia do tendão de calcâneo versus pacientes normais; o 

principal achado revela que indivíduos que apresentam o polimorfismo do gene que 

expressa o fator transformador de crescimento beta 1 (TGF- β1), variante rs1800469 

e o fator 5 de diferenciação de crescimento (GDF-5) variante rs143383 apresentam 

o dobro de risco para desenvolver a lesão. 

Em trabalho publicado em 2011, Malila e colaboradores mostraram que a 

ruptura do ligamento cruzado anterior, considerada a lesão mais grave da 

articulação entre esportistas, está associado ao polimorfismo da região promotora de 

MMP-3 (-1612 5A6A). Os autores sugerem que tal polimorfismo deve ser incluído 

como fator de risco um modelo multifatorial para compreender as etiologias e fatores 

de risco para ruptura do ligamento cruzado anterior.  
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Motta e colaboradores (2014) mostraram uma associação positiva entre um 

polimorfismo na beta-defensina (rs1800972) e aumento da susceptibilidade à 

doença do manguito rotador. Os autores afirmam que a presença do alelo G 

aumenta a expressão constitutiva, os beta-defensinas humanas 1 e 3, e 

desempenham um papel importante no estabelecimento do manguito rotador. Ainda, 

os autores mostram que paciente portador do alelo T do polimorfismo no gene do 

receptor de fatores de crescimento de fibroblastos (rs13317) tem um risco 

aumentado em 3 vezes de desenvolver doença do manguito rotador.  

Nosso grupo em projeto prévio mostrou que os polimorfismos -1607 e -519 

da MMP-1 (Godoy-Santos et. al., 2013; Baroneza et. al., 2014) e -799 da MMP-8 

(Godoy-Santos et. al., 2014) estão associados com a tendinopatia primária do 

tendão tibial posterior, enquanto o polimorfismo -1612 da MMP-3 parece não 

influenciar a tendinopatia desse tendão (em publicação). Diante disso, julgamos 

interessante o estudo de outros polimorfismos analisando possíveis marcadores 

genéticos relacionados à tendinopatia. Uma vez que duas colagenases estudadas 

anteriormente foram associadas com a tendinopatia do tibial posterior acreditamos 

que a colagenase-3 (MMP-13) tem um papel importante nas tendinopatias. Um 

polimorfismo na posição -77 é caracterizado por uma troca de adenina por guanina. 

Esse polimorfismo está associado a uma alteração da atividade de transcrição: o 

alelo A tem aproximadamente duas vezes mais atividade de transcrição, do que o 

alelo G (Yoon et. al., 2002; Gao et al., 2014).  

Os genes das metaloproteinases MMP-13, MMP-1 e MMP-8 estão 

localizados no cromossomo 11q22.3, sendo que, a MMP-13 abrange 

aproximadamente 12,7 Kb  é composto por dez exons e nove íntrons (Pirhan et. al., 

2009; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4322), a MMP-1  abrange 8,326 Kb é 

composto por dez exons e nove introns (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4312) e a 

MMP-8 abrange 13,16 Kb e possui 11 éxons e dez íntrons 

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

11.q22.3; b) Representação do gene da MMP-13 onde mostra o tamanho das sequências , seus 

éxons e íntrons; c) Representação do gene da MMP-1 onde mostra o tamanho das sequências , seus 

éxons e íntrons; d) Representação do gene da MMP-8 onde mostra o tamanho das sequências , seus 

éxons e íntrons. 

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4322; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4312 e 

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

Cromossomo 11 - Localização dos genes das 

colagensases MMP-13, MMP-1 e MMP-8 
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Um haplótipo é uma combinação em alelos de loci sintênicos, que são 

transmitidos juntos. Muitas vezes não se detecta a influência de um único sítio 

polimórfico na patologia, entretanto, quando analisado o haplótipo de diferentes 

polimorfismos, alelos herdados em combinação podem influenciar significativamente 

a predisposição e/ou evolução de determinada patologia.  Além disso, os haplótipos 

têm uma maior probabilidade, do que os polimorfismos individuais, em mostrar 

desequilíbrio de ligação útil com uma variante ocasional desconhecida, tendo, 

portanto, um poder estatístico mais significativo. As colagenases (MMP-1, MMP-8 e 

MMP-13) são as MMPs mais importantes na remodelação do tendão e a análise em 

haplótipo parece importante para a compreensão da influência genética das 

colagenases na tendinopatia primária do tibial posterior.  

O interesse do grupo é catalogar diferentes polimorfismos relacionados com 

a tendinopatia primária, visando à identificação de indivíduos susceptíveis. Isso é de 

um valor clínico inestimável, uma vez que, uma seleção mais criteriosa poderia ser 

realizada e, no futuro, estratégias de prevenção e terapêutica individualizada 

poderiam ser desenvolvidas, visando modular a expressão de mediadores 

inflamatórios e dessa maneira aumentar a taxa de sucesso dos procedimentos 

cirúrgicos. 
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3 OBJETIVO GERAL 

 

 

O objetivo deste trabalho é investigar o papel do polimorfismo genético da 

MMP-13, separadamente e em combinação haplotípica com polimorfismos de outras 

colagenases na tendinopatia primaria do tibial posterior, em um estudo caso-

controle. 

 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

1. Analisar a influência do polimorfismo rs2252070 na região promotora 

do gene da MMP-13 (-77), na fisiopatogênia da insuficiência primária do tendão tibial 

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

 

2. Investigar a combinação haplotípica e regressão multipla de 

polimorfismos em diferentes colagenases: MMP-1 (-1607 e -519) (rs1799750 e 

rs1144393); MMP-8 (-799) (rs11225395) e MMP-13 (-77) (rs2252070) e o risco de 

tendinopatia primária no tibial posterior em mulheres. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

O protocolo foi avaliado e aprovado pela Comissão Científica do Instituto de 

Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 

(USP) sob o número 708, pela Comissão de Ética para Análise de Projetos de 

Pesquisa (CAPPESQ) do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo sob o número 0901/09 (Anexo 1). 

Esse estudo foi realizado mediante parceria do Departamento de Biologia 

Celular da Universidade Federal do Paraná (UFPR) e o Departamento de Ortopedia 

e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP). 

Os voluntários foram recrutados entre os pacientes do Grupo de Pé e 

Tornozelo do Departamento de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clínicas 

da Universidade de São Paulo. Os voluntários assinaram termo de consentimento 

livre e esclarecido (modelo Anexo 2). Nosso grupo utilizou um banco de amostras de 

DNA com todas as informações clínicas dos voluntários e ampliou o número de 

amostras para esse projeto. 

Estes pacientes foram identificados segundo idade, sexo, índice de massa 

corporal (IMC), diagnóstico da doença, antecedentes pessoais de doenças 

sistêmicas e infecciosas, antecedentes familiares de doenças inflamatórias e 

informação sobre a presença prévia de pé plano. 

Foram divididos em dois grupos: Grupo-Teste: 100 mulheres com 

diagnóstico clínico e anatomopatológico de lesão degenerativa primária do tendão 

tibial posterior. Grupo-Controle: 100 mulheres assintomáticas e com tendão tibial 

posterior íntegro na ressonância magnética.  

Os pacientes do grupo controle foram pareados segundo idade e índice de 

massa corporal (IMC) com o grupo teste. 

Pacientes de ambos os grupos apresentaram boas condições sistêmicas e 

ausência dos seguintes critérios de não inclusão: doença reumatológica, 

imunológica, diabetes, doença hepática e renais, hipertensas, infecções ou lesão 

prévia ou atual na topografia do pé e tornozelo, obesidade superior ao grau I, sexo 

masculino. 
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O estudo do polimorfismo genético foi realizado na Universidade Federal do 

Paraná. O grupo de pesquisadores de processamento do material celular não teve 

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

 

 

4.1 OBTENÇÃO DE DNA 

 

 

O DNA dos pacientes foi obtido a partir de células epiteliais da mucosa 

bucal, por meio de um bochecho com 3 ml de solução autoclavada de glicose a 3% 

(concentração isomolar com a saliva) durante 2 minutos (Trevilatto, 2000; Line, 

2000). O bochecho foi escolhido como a técnica de obtenção do material de estudo, 

pois, constitui o método menos invasivo e mais prático de obtenção do DNA, 

ilustrado na Figura 5. Nesta solução, foi adicionado 1ml de solução TNE (10MM Tris 

pH 8, 150MM NaCl e 2mM EDTA) e 1ml de Etanol. O Material foi congelado a -20oC 

e transportado até a Universidade Federal do Paraná por empresa credenciada, 

conforme o Procedimento Operacional Padrão da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária. 

 

 

 

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

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

 

 

 A extração do DNA foi realizada na Universidade Federal do Paraná 

conforme protocolo de Aidar e Line (2007). As amostras foram incubadas por 16 

horas com 20ng/ml de proteinase K (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) a 

56oC. Foram adicionados 500uL de solução de acetato de amônio 10mM com EDTA 

1mM e vortexado por 5 segundos. Após centrifugação a 17000g por 10 minutos, o 

sobrenadante foi coletado e foram adicionados 540uL de isopropanol para cada 

900ul da solução contendo DNA. Após centrifugação, o sobrenadante foi submetido 

à lavagem com etanol a 70% e seco por 15 minutos a 37oC. Foi realizada suspensão 

do DNA em 100ul de tampão TE (Tris-Cl a 10 mM (pH 7,8), EDTA a 1 mM) a 

temperatura ambiente por três horas. A concentração do DNA genômico de cada 

amostra foi quantificada com o auxílio de um quantificador de DNA Nanodrop 

(Departamento de Genética da Universidade Federal do Paraná) e sua pureza 

estimada pela razão OD 260/280 (Maniatis et. al., 1989).  

 

 

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

Polymorphism) 

 

 

 Reações de PCR (Polimerase Chain Reaction) foram utilizadas para 

amplificação dos fragmentos das regiões reguladoras dos genes estudados. Para o 

fragmento da MMP-13 a reação de PCR foi realizada no Termociclador (Marca: 

Eppendorf, Mastercycler Gradient) com volume final de 20ul, sendo: 1ul de solução 

contendo aproximadamente 100ng de DNA, 10ul de Go Taq Green Master Mix 

(marca Promega) e 1ul dos seguintes oligonucleotídeos iniciadores Sense 5’-

GATACGTTCTTACAGAAGGC-3’; Antisense 5’-GACAAATCATCTTCATCACC-3’ 

(marca Invitrogen) e quantidade suficiente de água ultra-pura. A mistura com todos 

os reagentes foi submetida a uma desnaturação inicial a 95oC por 3 minutos; 

seguida de 35 ciclos com desnaturação a 95oC, anelamento a 50oC e extensão a 

72oC, 1 minuto em cada temperatura; e por fim 72°C por 10 minutos. 
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Os fragmentos da MMP-13 amplificados foram submetidos à digestão por 

enzimas de restrição para gerar fragmentos menores, técnica de RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorphism). Utilizou-se a enzima BsrI (BseNI) 10U/ul (Thermo 

Scientific), a qual cliva o fragmento amplificado (445 pares de base) que apresente o 

alelo G, gerando 2 fragmentos menores de 197 e 248 pares de base. A digestão foi 

realizada com volume final de 10ul, sendo: 5ul produto de PCR, 1ul da enzima 

acrescido de 2ul de seu respectivo tampão, 2ul de água ultra pura e 10ul óleo 

mineral (para evitar evaporação) por 16 horas a 65oC em termociclador (marca: 

Techgene).  

 

 

4.4 ELETROFORESE  

  

 

As sequências amplificadas (PCR) e digeridas (RFLP) foram analisadas por 

eletroforese em géis horizontais de Agarose 5% em Tampão TBE (89 mM de Tris-

Borato, 89 mM de ácido bórico e 2 mM de EDTA). A preparação do gel de Agarose 

5% foi feita com 0,6 gramas de Agarose (Marca: Pronadisa), 30 ml de TBE acrescida 

de  30 ml de água destilada, a mistura foi aquecida em micro-ondas em potencia alta 

por 1 minuto com pausas para misturar.  

Para confirmação da amplificação (PCR) utilizou-se o volume total de 5ul da 

reação de PCR e 1,5ul do reagente Gel Red (Marca: Biotium). Para a análise da 

digestão (RFLP) utilizou-se 10ul da reação de RFLP e 1,5ul da mistura do reagente 

Gel Red (Marca: Biotium). 

A mistura foi aplicada em géis horizontais de Agarose 5% em uma cuba de 

eletroforese horizontal (Marca Uniscience – 10x10 cm), e submetida a uma corrente 

elétrica de 100V; 120mA e 60W durante aproximadamente 30 minutos para 

confirmação de amplificação e de 50 minutos para a corrida da reação de RFLP, 

ilustrada na Figura 6. A visualização foi feita em transluminador e a imagem 

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

imagem da cuba de eletroforese 10x10cm com gel de após a aplicação das amostras. 

 

 

Estas imagens foram analisadas com ajuda do software KODAK1D Image 

Analysis Software que faz a análise das amostras plotadas, através da intensidade 

de sinal, amplitude da banda e compara com os valores do padrão de pares de 

base, cada amostra é analisada individualmente no mesmo gel (Figura 7) e gera 

uma tabela com valores de pares de base das bandas baseado nos valores da 

amostra padrão, ilustrado na Figura 8. 

 

 

 

Figura 7. Análise das amostras através do software KODAK 1D. As três imagens mostram o mesmo 
gel, e em cada quadro a análise individual de cada amostra (lista vertical em vermelho) em 
comparação com os valores do padrão (lista vertical em rosa), ao lado esquerdo de cada gel o 
software mostra o sinal de cada banda (em azul) em comparação com o sinal do ladder (em rosa). 
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Figura 8. Valores plotados em forma de tabela pelo software KODAK1D, mostra o  tamanho das 

bandas de cada amostra encontradas no gel e comparação com o padrão de bandas utilizado. 

 

 

4.5 ANÁLISE EM HAPLÓTIPO 

 

 

Para a análise do haplótipo da MMP-1 (-1607 e -519), MMP-8 (-799) e MMP-

13 (-77), foi necessário aumentar a análise das amostras da MMP-1 e MMP-8 

realizada em estudo anterior para o pareamento dos voluntários. Para tanto foi 

realizada reação de PCR-RFLP de maneira semelhante ao descrito anteriormente. 

Os oligonucleotídeos iniciadores, a temperatura e o tempo de anelamento 

(amplificação), as enzimas de restrição, além do tamanho dos fragmentos gerados 

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

 

 

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

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

*Primer Foward, ** Primer Reverse. 

SNP oligonucleotídeos iniciadores(5’ – 3’) Anelamento RFLP 
pbPCR 

RFLP 
Referencias 

MMP-1 

(-1607) 

F*: TCGTGAGAATGTCTTCCCATT 

 R**: TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTGAAATC 

55C 

30 s 

XmnI 

37C 

118 

89 + 29 

Godoy-Santos et. 

al., 2013 

MMP-1 

(-519) 

F*: CATGGTGCTATCGCAATAGGGT 

R**: TGCTACAGGTTTCTCCACACAC 

450C 

1 m 

KpnI 

370C 

200 

176+ 24 

Baroneza et al., 

2014 

MMP-8 

(-799) 

F*: CAGAGACTCAAGTGGGA 

R**:TTTCATTTGTGGAGGGGC 

51oC 

1 m 

BfmI 

370C 

106 

74 + 32 

Godoy-Santos et. 

al., 2014 
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4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS 

 

 

O Teste U de Mann Whitney foi utilizado para verificar diferença entre a 

idade e o Teste Exato de Fisher para verificar o índice de massa corpórea entre os 

dois grupos.  

A associação entre os polimorfismos genéticos estudados e a tendinopatia 

primária do tendão tibial posterior foi avaliada pelo teste Qui-Quadrado, ao nível de 

significância de 5%, pelo programa BioEstat versão 5.0. 

 A análise estatística da estimativa de haplótipos, desequilíbrio de ligação e 

equilíbrio de Hardy-Weinberg foi realizada utilizando os softwares SNPstats de livre 

acesso no endereço eletrônico: http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats/start.htm, 

PHASES  http://www.bioinf.man.ac.uk/phase/ e SHEsis http://analysis.bio-

x.cn/myAnalysis.php. 

 A análise de regressão logística múltipla, foi realizado utilizando o software 

Statistica for Windows versão 10. 

 A análise por combinação foi realizada através de contagem simples 

manual dos polimorfismos e avaliado utilizando Qui-quadrado ao nível de 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

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

 

 

5.1 ANÁLISE DA AMOSTRA 

 

 

Respeitados os critérios de inclusão e não inclusão, a amostra foi obtida por 

conveniência e composta por 200 mulheres, sendo: 100 no grupo-teste submetidas 

a procedimento cirúrgico e com diagnóstico clínico e anatomopatológico de lesão 

degenerativa primária do tendão tibial posterior e 100 no grupo-controle com tendão 

tibial posterior íntegro e sem sinais de degeneração na ressonância magnética, 

realizada como investigação diagnóstica de queixa em outra topografia do tornozelo 

e/ou pé.  

Quanto ao estágio da Insuficiência do Tendão Tibial Posterior, o grupo-teste 

apresenta 52 pacientes no estágio II (tendinopatia/ deformidade pé plano flexível) e 

48 pacientes no estágio III (tendinopatia/ deformidade pé plano rígido), conforme 

Sistema de Classificação descrito por Johnson e Strom (1989) (Anexo 3). 

A idade dos pacientes dos grupos da amostra, considerada como variável 

independente, contínua e com distribuição não normal, foi analisada através do teste 

U de Mann Whitney, que não identificou diferença significativa (p=0,086) entre os 

dois grupos estudados, sendo a média de idade do grupo controle de 51,7 anos 

(variação de 47 a 56 anos) e do grupo teste de 54 anos (variação de 48 a 56 anos). 

 Os dados de índice de massa corpórea de ambos os grupos foram 

identificados conforme o sistema de classificação em indivíduo normal (de 18,5 a 

24,9) ou indivíduo com sobrepeso (de 25,0 a 29,9) - de acordo com a Organização 

Mundial de Saúde, obtido no endereço eletrônico de livre acesso: 

http://www.abeso.org.br/imc/calcule-seu-imc.shtml. 

Considerados como variável independente, categórica e com distribuição 

não normal, foram analisados através do teste Exato de Fisher, que não identificou 

diferença estatística (p=0,70) entre os dois grupos estudados. No grupo controle 61 

voluntários apresentaram índice de massa corpórea normal e 39 com sobrepeso e 

no grupo teste 65 indivíduos com índice normal e 35 com sobrepeso.  
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Em relação ao questionamento sobre a presença de pé plano desde a 

maturidade esquelética – fim da adolescência – a resposta foi positiva em 31% dos 

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

 

 

5.2 ANÁLISE DOS SNPs 

 

 

Os genótipos referentes a cada polimorfismo estudado estão em equilíbrio 

de Hardy-Weinberg.  

Esse estudo visou amplificar um fragmento de 445 pares de base no gene 

da MMP-13 que engloba o polimorfismo na posição –77 o qual é caracterizado pela 

substituição de uma base adenina (A) por uma base guanina (G), criando dois alelos 

diferentes (A ou G). Os resultados demonstram que o método de extração de DNA 

utilizado foi adequado para obtenção de quantidades suficientes de DNA. A 

amplificação por PCR do fragmento teve suas condições otimizadas e mostrou-se 

eficiente (Figura 9). 

 

 

 

Figura 9- Gel de Agarose mostra as amostras amplificadas após padronização do protocolo de 
amplificação do produto de PCR.  As amostras de 1 a 13 DNA são de diferentes voluntários, a 
amostra 14 é o Padrão de peso molecular. 
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A enzima de restrição BsrI reconhece o alelo G do sítio polimórfico -77 da 

MMP-13, e na presença deste o produto de PCR (445 pares de bases) é digerido em 

duas partes (248 e 197 pares de bases). Desta maneira na eletroforese, o alelo A foi 

representado por uma banda de DNA de 445 pares de bases, o alelo G foi 

representado pelas bandas de DNA de 248 e 197 pares de bases, enquanto o 

heterozigoto apresentou uma combinação de ambos os alelos (bandas de 445, 248 

e 197 pares de bases). A Figura 10 mostra os fragmentos amplificados e digeridos 

da MMP-13 (-77), caracterizando os diferentes genótipos e os padrões de banda 

plotado no software KODAK1D. 

 

 

   a)                                                             b)                     

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

 

 

Observou-se uma diferença estatisticamente significante na frequência dos 

alelos e genótipos do polimorfismo -77 do gene da MMP-13 entre o grupo controle e 

grupo teste (p=0,001). O alelo A foi o mais freqüente, sendo encontrado em 76% do 

grupo teste e 61% do grupo controle. O genótipo homozigoto A/A foi encontrado em 

57% do grupo teste, enquanto no grupo controle esse mesmo genótipo estava 

G/G           A/G            A/A......Ladder 
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presente em 32% dos pacientes. As freqüências alélicas e genotípicas do gene da 

MMP-13 estão mostradas na Tabela 2. 

A análise dos 200 voluntários para os polimorfismos -519 e -1607 da MMP-1, 

foi proveniente de 150 amostras de trabalhos anteriores e de 50 amostras referentes 

a este projeto. 

O polimorfismo na posição -519 da MMP-1 é caracterizado pela substituição 

de uma base de adenina (A) por uma base guanina (G) resulta em dois alelos: A e 

G. A enzima de restrição KpnI reconhece o alelo A e na presença deste o produto de 

PCR (200 pares de bases) é digerido em duas partes (176 e 24 pares de bases). Na 

eletroforese, o alelo G foi representado por uma banda de DNA de 200 pares de 

bases, o alelo A por uma banda de DNA de 176 pares de bases, enquanto o 

heterozigoto apresentou uma combinação de ambos os alelos (200 e 176 pares de 

bases). Durante a eletroforese, a banda com 24 pares de bases saía do gel.  A 

Figura 11 mostra os fragmentos amplificados e digeridos da MMP-1 (-519), 

caracterizando os diferentes genótipos. 

 

 

 

Figura 11- Gel de agarose com padrões de bandas para os genótipos A/A, A/G e G/G do 

polimorfismo -519 da MMP-1. 

 

 

Na Tabela 2 pode-se observar que houve uma diferença na presença dos 

diferentes alelos e genótipos entre os grupos controle e teste, confirmando dados de 

estudo anterior (Baroneza et. al., 2014). O alelo G foi encontrado em 63% do grupo 

teste, enquanto que em 56% dos pacientes do grupo de controle foi observado o 



40 

 

alelo A (p < 0,001). O genótipo mais frequente no grupo de teste foi G/G (44%) e no 

controle A/G (48%). 

O polimorfismo na posição -1607 da MMP-1 é caracterizado pela inserção 

de uma base guanina (G), criando dois alelos diferentes (1G ou 2G). A enzima de 

restrição XmnI reconhece o alelo 1G e na presença deste o produto de PCR (118 

pares de bases) é digerido em duas partes (89 e 29 pares de bases). Na 

eletroforese, o alelo 2G foi representado por uma banda de DNA de 118 pares de 

bases, o alelo 1G por uma banda de DNA de 89 pares de bases, enquanto o 

heterozigoto apresentou uma combinação de ambos os alelos (118 e 89 pares de 

bases). Durante a eletroforese, a banda com 29 pares de bases saía do gel. A 

Figura 12 mostra os fragmentos amplificados e digeridos da MMP-1 (-1607), 

caracterizando os diferentes genótipos. 

 

 

 

Figura 12- Gel de agarose com padrões de bandas para os genótipos 1G/1G, 2G/2G E 1G/2G do 

polimorfismo -1607 da MMP-1. 

 

 

A análise do polimorfismo -1607 da MMP-1 indica diferença estatística 

significante entre os grupos estudados, confirmando dados do estudo anterior 

(Godoy-Santos et. al., 2013). Enquanto no grupo controle 75% dos voluntários 

apresentaram alelo 1G, esse mesmo alelo apareceu em apenas 22% dos pacientes 

do grupo teste. O genótipo 1G/1G foi o mais frequente no grupo controle (62%), 

enquanto o genótipo 2G/2G foi o mais frequente no grupo teste (68%). A frequência 

alélica e genotípica do gene da MMP-1(-1607) esta mostrada na Tabela 2. 
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O polimorfismo na posição -799 da MMP-8 é caracterizado pela substituição 

de uma base de citosina (C) por uma base (T) resulta em dois alelos: C e T. A 

enzima de restrição BfmI reconhece o alelo C e na presença deste o produto de 

PCR (106 pares de bases) é digerido em duas partes (74 e 32 pares de bases). Na 

eletroforese, o alelo T foi representado por uma banda de DNA de 106 pares de 

bases e o alelo C por uma banda de DNA de 74 pares de bases, enquanto o 

heterozigoto apresentou uma combinação de ambos os alelos (106 e 74 pares de 

bases). A Figura 13 mostra os fragmentos de 106 e 74 pb amplificados e digeridos 

da MMP-8 (-799), o fragmento de 32 pb saia do gel, caracterizando os diferentes 

genótipos. 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

Nesse estudo foi encontrada diferença estatisticamente significativa na 

freqüência dos alelos e dos genótipos entre os grupos teste e controle, confirmando 

resultado de estudo anterior (Godoy-Santos et. al., 2014). O alelo C foi encontrado 

em 72% do grupo controle, enquanto em 56% dos pacientes do grupo de teste foi 

observado o alelo A (p < 0,001). O genótipo o C/C foi encontrado com frequência de 

67% no grupo controle e 37% no grupo teste. A freqüência dos diferentes alelos e 

genótipos desse polimorfismo pode ser observada na Tabela 2. 
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Tabela 2- Frequências alélicas e genotípicas de SNPs dos genes da MMP-1, MMP-8 e MMP-13 nos 
gupos teste e controle e valores de p e de OR resultantes das comparações entre os grupos. 

 

Gene SNPs Grupo Controle Grupo Teste Valor de p  OR * (95%CI) 

M
M

P
-1

 

-519 Alelo n = 200 n = 200 (Chi-squared)  

A 56 (112) 37 (74) p < 0.001 2,17 (1,45-3,23) 

G 44 (88) 63 (126)   

-519 Genotipo n = 100 n = 100   

A/A 32 (32) 18 (18) p < 0.001 3,14 (1,68-5,90) 

A/G 48 (48) 38 (38)   

G/G 20 (20) 44 (44)   

-1607 Alelo n = 200 n = 200   

1G 75 (150) 22 (44) p < 0.001 10,64 (6,69-16,90) 

2G 25 (50) 78 (156)   

-1607Genotipo n = 100 n = 100   

1G/1G 62 (62) 12 (12) p < 0.001 15,58 (7,42-32,50) 

1G/2G 26 (26) 20 (20)   

2G/2G 12 (12) 68 (68)   

M
M

P
-8

 

-799 Alelo n = 200 n = 200   

C 72 (144) 44 (88) p < 0.001 3,27 (2,16-4,96) 

T 28 (56) 56 (112)   

-799 Genotipo n = 100 n = 100   

C/C 67 (67) 37 (37) p < 0.001 3,46(1,93-6,19) 

C/T 10 (10) 14 (14)   

T/T 23 (23) 49 (49)     

M
M

P
-1

3
 

-77 Alelo n = 200 n = 200   

A 61(122) 76 (152) p = 0.001 2,02 (1,32-3,12) 

G 39 (78) 24 (48)   

-77 Genótipo n = 100 n = 100   

A/A 32 (32) 57 (57) p = 0.001 2,82 (1,58-5,02) 

A/G 58 (58) 38 (38)   

G/G 10 (10) 05 (05)   

* Os valores são expressos em porcentagem, com o número de sujeitos (n) entre parênteses. 
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5.3 ANÁLISE DOS HAPLÓTIPOS 

 
 

Os polimorfismos utilizados para a inferência dos haplótipos foram 

ordenados segundo a disposição desses no cromossomo: MMP-8, MMP-1 e MMP-

13, respectivamente. 

 Ambos os grupos apresentaram 14 haplótipos em comum e o grupo 

controle apresentou 2 haplótipos diferentes, totalizando 16 haplótipos encontrados 

nesse estudo. Observou-se ainda que o haplótipo mais frequente no grupo controle 

foi o C-A-1G-A e no teste foi T-G-2G-A. A Tabela 3 representa os haplótipos e suas 

frequências para os dois grupos estudados em diferentes programas estatísticos 

(SNPstats, PHASE version 2.1, SHEsis online software), mostrando resultados 

semelhantes nos três programas utilizados. Desse modo, as demais tabelas serão 

apresentados com dados gerados a partir do programa SNPstat. Os resultados dos 

programas SHEsis (http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php) e 

PHASES (http://www.bioinf.man.ac.uk/phase/) estão nos Apêndices 1 e 2. 

 

 
Tabela 3 – Resultados das frequências haplotipicas geradas por três diferentes programas 
estatísticos (PHASES, SNPstats, SHESIS), considerando SNPs nos genes MMP-8, MMP-1 e MMP-
13. 

 Haplótipos 
Controle 

SNPstat 

Controle 

Phase 

Controle 

SHEsis 

Teste 

SNPstat 

Teste 

Phase 

Teste 

SHEsis 

1 T-G-2G-A 0,015 0,015 0,016 0,296 0,296 0,297 

2 C-G-2G-A 0,063 0,062 0,064 0,176 0,177 0,176 

3 C-A-1G-A 0,191 0,191 0,191 0,017 0,016 0,017 

4 C-A-1G-G 0,112 0,111 0,112 0,044 0,043 0,045 

5 C-G-1G-A 0,156 0,158 0,157 0 0 0 

6 T-A-2G-A 0,016 0,017 0,016 0,135 0,135 0,135 

7 T-A-1G-G 0,105 0,104 0,105 0,035 0,035 0,035 

8 C-A-2G-A 0,071 0,071 0,071 0,076 0,077 0,077 

9 C-G-1G-G 0,065 0,064 0,065 0,064 0,064 0,065 

10 T-G-1G-A 0,064 0,063 0,065 0,031 0,032 0,032 

11 C-G-2G-G 0,038 0,038 0,038 0,037 0,036 0,037 

12 T-A-1G-A 0,030 0,031 0,030 0,026 0,026 0,026 

13     C-A-2G-G 0,021 0,021 0,021 0,022 0,022 0,023 

14 T-G-2G-G 0,012 0,012 0,012 0,023 0,022 0,024 

15 T-G-G-G 0,023 0,022 0,024 0 0 0 

16 T-A-2G-G 0,012 0,012 0,012 0,011 0,012 0,011 
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As frequências dos haplótipos T-G-2G-A, C-G-2G-A, C-A-1G-A, C-A-1G-G, 

C-G-1G-A, T-A-2G-A e T-A-1G-G apresentaram diferença significativa entre os 

grupos estudados (p ≤ 0,02) considerando a correção de Bom Ferroni. O haplótipo 

T-G-2G-A representa risco e o haplótipo C-A-1G-A proteção à tendinopatia do tibial 

posterior. Análise de haplótipos global indicou uma diferença significativa entre os 

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

CI) podem ser visualizados na Tabela 4. 

 

 

Tabela 4-Frequências haplotípicas considerando os SNPs  -799 da  MMP-8,  -519  e 1607 da MMP-1,  

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

comparações entre os grupos.   

Haplótipos 
Frequência 

Total 

Frequência 

Controle 

Frequência 

Teste 
p-value OR * (95%CI) 

Correção de 

Bonferroni 

1 T-G-2G-A 0,162 0,015 0,296 0,001 0,71 (0,62-0,81) p <  0,003  

2 C-G-2G-A 0,122 0,063 0,176 0,040 0,87 (0,77-0,99)  

3 C-A-1G-A 0,105 0,191 0,017 0,002 1,21 (1,07-1,38) p <  0,003 

4 C-A-1G-G 0,078 0,112 0,044 0,025 1,07 (0,94-1,22)  

5 C-G-1G-A 0,076 0,156 0 0,008 1,18 (1,04-1,34)  

6 T-A-2G-A 0,076 0,016 0,135 0,037 0,87 (0,77-0,99)  

7 T-A-1G-G 0,073 0,105 0,035 0,044 1,07 (0,95-1,22)  

8 C-A-2G-A 0,071 0,071 0,076 0,089   

9 C-G-1G-G 0,068 0,065 0,064 0,099   

10 T-G-1G-A 0,045 0,064 0,031 0,052   

11 C-G-2G-G 0,033 0,038 0,037 0,280   

12 T-A-1G-A 0,026 0,030 0,026 0,120   

13 C-A-2G-G 0,025 0,021 0,022 0,300   

14 T-G-2G-G 0,014 0,012 0,023 0,210   

15 T-G-G-G 0,012 0,023 0 0,110   

16 T-A-2G-G 0,009 0,012 0,011 0,370   

 

 

Os resultados dos testes de desequilíbrio de ligação entre os SNPs 

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

não está em desequilíbrio de ligação com os demais SNPs estudados. 
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Tabela 5- Desequilíbrio de ligação entre SNPs: -799 da MMP-8, -519  e -1607 da MMP-1 e -77 da 
MMP-13. 

 

SNPs MMP-8 (-779) MMP-1 (-519) MMP-1 (-1607) MMP-13 (-77) 

MMP-8 (-779) X D’ = 0,0666 D’ = 0,2322 D’ = 0,0323 

MMP-1 (-519) p = 0,29 X D’ = 0,2335 D’ = 0,0652 

MMP-1 (-1607) p = 1e04 p = 0,02 X D’ = 0,0437 

MMP-13 (-77) p = 0,60 p = 0,40 p = 0,56 X 

Valores significativos de p e D’ em cinza 

 

 

5.4 ANÁLISE DE REGRESSÃO LOGÍSTICA MULTIPLA E ANÁLISE POR 

COMBINAÇÃO 

 

 

Os resultados da análise dependente (Caso-Controle) de Regressão 

Logistica Múltipla (tabela 6), demonstraram que os SNPs 1 (-799 da MMP-8), 2 (-519 

da MMP-1), 3 (-1607 da MMP-1) e 4 (-77 da MMP-13) são fatores independentes de 

risco, sendo (SNP-1 0,203 ± 0,059 e p- 0,000; SNP-2 0,134 ± 0,067 e p- 0,047; SNP-

3 0,464 ± 0,062 e p- 0,000; SNP-4 -0,141 ± 0,059 e p- 0,018) respectivamente. 

 

 

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

13 (-77), para análise de dependente variável caso controle. 

N=200 

Regression Summary for Dependent Variable: Caso_Controle 
(Spreadsheet1)    R= ,58956994 R

2
= ,34759271 Adjusted R

2
= ,33421000 

F(4,195)=25,973 p<,00000 Std. Error of estimate: ,40900 

b * 
Std. Err.   

of b * 
b 

Std. Err.   
of b 

T(195) p- value 

Intersept   0,087 0,083 1,050 0,294 

SNP-1 
MMP-8 (-799) 

0,203 0,058 0,203 0,059 3,455 0,000 

SNP-2 
MMP-1 (-519) 

0,116 0,058 0,134 0,067 1,993 0,047 

SNP-3 
MMP-1 (- 1607) 

0,448 0,060 0,464 0,062 7,475 0,000 

SNP-4 
MMP-13 (-77) 

-0,140 0,059 -0,141 0,059 -2,372 0,018 

 

 

Os resultados da análise por combinação dos SNPs estão descritas na 

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

apresentaram diferença estatística, sendo  p<0,0001 e Qui quadrado= 31,89 DF1. 

 

 

Tabela 7 – Análise por combinação, os alelos foram agrupados em homozigotos usuais e 

homozigotos + heterozigotos polimórficos, separados e contados manualmente de acordo com a 

quantidade de polimorfismos em amostra e cada grupo, independente do gene, levando em 

consideração apenas a quantidade de SNPs em cada amostra. 

Quantidade SNPs 
Frequência grupo 

Controle (n=100) 

Frequência grupo 

Teste (n=100) 
(Qui- squared) p- value 

0 6 0 

31,89 DF=1 <0,0001 

1 26 2 

2 30 33 

3 31 52 

4 7 13 
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6 DISCUSSÃO  

  

 

 Esse estudo faz parte de uma linha de pesquisa genética ampla que 

envolve a análise de diversos genes e é realizado em parceria entre o Departamento 

de Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de São 

Paulo, o Departamento de Biologia Celular e o Departamento de Genética da 

Universidade Federal do Paraná (UFPR). 

Os resultados demonstram que o método de extração de DNA utilizado foi 

adequado para obtenção de quantidades suficientes de DNA. A amplificação dos 

fragmentos por técnica de PCR tiveram suas condições otimizadas e a escolha da 

enzima de restrição para a técnica de RFLP foi adequada para a análise dos 

polimorfismos estudados. 

Assim, com metodologia reprodutível, de baixo custo e pouco invasiva, foi 

possível identificar marcadores moleculares para pacientes com tendinopatia 

primária do tendão tibial posterior. 

O presente estudo utilizou um banco de DNA de 200 indivíduos, sendo 100 

pacientes com lesão degenerativa do tendão tibial posterior e 100 com tendão tibial 

posterior íntegro. Esse banco é resultado de critérios rígidos na obtenção da 

amostra, visando diminuir a influência de fatores sistêmicos que podem mascarar ou 

acentuar o real papel dos polimorfismos genéticos na fisiopatogenia dessa 

tendinopatia. 

Nosso interesse é catalogar diferentes polimorfismos relacionados à 

tendinopatia primária, uma vez que o perfil genético permite definir um grupo de 

marcadores genéticos para suscetibilidade a tendinopatia primária do tendão tibial 

posterior. Esse banco de 200 pacientes permitirá futuros estudos de outros sítios 

polimórficos nessa população e dessa forma ampliar o conhecimento da influência 

de SNPs na tendinopatia do tibial posterior. 

Nesse estudo demonstrou-se que o polimorfismo na posição -77 da MMP-13 

está associado à tendinopatia no tendão tibial posterior na população estudada. O 

alelo A foi observado na maior parte do grupo de teste, este alelo leva uma maior 

atividade da MMP-13 (o que pode indicar uma aumentada degradação do colágeno 

nas lesões no tibial posterior, tornando-o um alelo de risco a tendinopatia).  
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Em estudos prévios, nosso grupo observou que o polimorfismo -519 e -1607 

da MMP-1 e -799 da MMP-8 estão associados à tendinopatia tibial posterior. Nesse 

estudo nós ampliamos a amostra dos estudos anteriores e confirmamos os 

resultados obtidos.  

No polimorfismo -799 da MMP-8, o grupo teste apresentou frequência maior 

dos alelos T, o qual demostra uma menor atividade de transcrição (Wang, 2004), 

sugerindo que esses pacientes teriam uma menor remodelação de colágeno pela 

MMP-8.  

Analisando os SNPs da MMP-1 na posição -519 o alelo G foi o mais 

frequente no grupo teste. Apesar de esse polimorfismo estar associado a diversas 

patologias, até o momento, a literatura não correlaciona a atividade de transcrição 

entre os alelos desse SNP. Em relação ao polimorfismo -1607 da MMP-1, o alelo 2G 

apareceu com maior frequência no grupo teste. Uma vez que esse alelo aumenta a 

atividade de transcrição do gene, sugere-se que pacientes com alelo 2G apresentem 

uma degradação mais intensa de colágeno tendão tibial posterior, tornando esse um 

alelo de risco a tendinopatia.  

Com o pareamento de 200 voluntários genotipados para quatro SNPs de 

diferentes colagenases, foi possível analisar a influência desses SNPs em 

combinação haplotípica. Na degeneração tendínea, como em qualquer processo 

multifatorial (Michalowicz et. al., 2000), a combinação de vários polimorfismos de 

risco significativo agem sinergicamente para elevar a suscetibilidade e a alteração 

fisiológica. Alguns sítios polimórficos podem ser herdados em combinação, são os 

chamados haplótipos, os quais fornecem informações mais completas da influência 

dos polimorfismos no genótipo do processo. 

Nesse sentido, a análise das frequências de haplótipos entre os 

polimorfismos de metaloproteases localizadas no mesmo cromossomo parecem ser 

de grande valor para compreensão da tendinopatia e dos mecanismos de 

compensação funcional do indivíduo. 

Nesse estudo os resultados sugerem que os haplótipos podem representar 

um fator de risco para tendinopatia do tibial posterior. Os haplotipos C-A-1G-A e C-

A-1G-G, C-G-1G-A e T-A-1G-G representaram proteção a tendinopatia do tibial 

posterior, enquanto os haplotipos T-G-2G-A, C-G-2G-A, T-A-2G-A representaram 

risco a tendinopatia. Os dados sugerem que os quatro polimorfismos estudados tem 
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um importante papel na insuficiência do tibial posterior e influenciam 

simultaneamente o processo de tendinopatia deste. 

Podemos sugerir que o polimorfismo -1607 da MMP-1 é dos polimorfismos 

estudados o mais determinante na tendinopatia do tibial posterior, uma vez que a 

presença do alelo 2G foi encontrado em todos os haplótipos de risco e o alelo 1G 

encontrado nos haplótipos de proteção.  

Considerando-se a correção de Bonferroni a análise de haplotipos 

permanece significativa, sugerindo que esses SNPs apresentam efeitos simultâneos 

na tendinopatia do tibial posterior. 

Observamos um desequilíbrio de ligação entre o polimorfismo -1607 da 

MMP-1 e os polimorfismos -519 da MMP-1 e -799 da MMP-8, sugerindo um papel 

importante do polimorfismo -1607 da MMP-1. Entretanto, o polimorfismo -77 da 

MMP-13 não apresentou desequilíbrio de ligação como os demais SNPs estudados. 

Diante dos resultados obtidos das frequências alélicas e genotípicas de que, 

foi realizado o estudo de regressão logística múltipla utilizando modelo dominante, o 

qual foi agrupado em homozigotos usuais versus homozigotos não usuais somados 

aos heterozigotos polimórficos. Os resultados demonstraram que os SNPs tem efeito 

independente e sinérgico, sendo fator de risco a tendinopatia primaria do tibial 

posterior. 

Os resultados obtidos através da análise por combinação mostram que o 

grupo controle apresentou quantidades menores de SNPs para cada amostra, 

enquanto o grupo teste apresentou na maioria das amostras maior quantidade de 

SNPs combinados; reforçando o sinergismo entre os SNPs e indicando efeito aditivo 

no desenvolvimento da tendinopatia do tibial posterior.  

Estudos têm demonstrado uma desproporção de vários tipos de colágeno na 

tendinopatia. Na disfunção do tendão tibial posterior é observado aumento dos 

níveis de colágenos do tipo III, IV e V e diminuição de colágeno tipo I; o qual 

apresenta uma distribuição difusa e é envolvido por fibrilas do tipo III (Satomi et. al., 

2008). As colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13) clivam todos os subtipos de 

colágeno, em especial as hélices triplas dos colágenos fibrilares tipos I e III 

(Birkedal-Hansen et. al., 1993; Vincenti, 2001). Os polimorfismos estudados nessas 

três colagenases podem estar contribuindo para alterar os colágenos tipo I e III no 

tibial posterior, aumentando sua degradação e assim predispondo a tendinopatia 
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desse tendão. Assim, estes polimorfismos parecem ser um fator de risco significativo 

para tendinopatia primária do tendão tibial posterior. 

Uma vez que o colágeno tipo I é o componente principal do tendão tibial 

posterior e a degradação deste tecido é considerada um dos fatores-chave nas 

lesões degenerativas, as colagenases estão fortemente associadas, já que essas 

iniciam eficientemente a degradação do colágeno tipo I (Sorsa et. al., 2006). Embora 

estas MMPs exerça seu papel principal na degradação da matriz, ela também pode 

modular a resposta inflamatória e imune (Kuula et. al., 2009; Korpi et. al., 2009). O 

desequilíbrio na produção das MMPs fornece a base molecular para explicar uma 

intensa degradação do colágeno, criando condições que acentuam a tendinopatia. 

É importante salientar que os resultados aqui reportados podem ser 

diferentes quando analisados em populações etnicamente distintas, uma vez que a 

origem étnica pode influenciar as frequências alélicas (Mourant et. al., 1976). 

Os estudos genéticos relacionados a tendinopatias publicados na literatura 

apresentam análise da associação de polimorfismos nos genes que expressam o 

colágeno tipo V (COL5A1), a tenascina-C, o colágeno tipo I (GT), o fator 

transformador de crescimento beta 1 (TGF- β1) variante rs1800469 e o fator 5 de 

diferenciação de crescimento (GDF-5) variante rs143383, com alterações do tendão 

calcâneo, mas não em relação ao tendão tibial posterior (Mokone et. al., 2005; 

Mokone et. al., 2006; Posthumus et. al., 2009b; Collings; Raleigh, 2009; Posthumus; 

Collings, 2010). Nosso grupo foi o primeiro a estudar SNPs nesse tendão e nossos 

resultados mostram uma influência significativa de alelos específicos no risco à 

tendinopatia do tiial posterior. 

O conhecimento de marcadores genéticos relacionados à tendinopatia 

primária do tendão tibial posterior possibilita a identificação de indivíduos suscetíveis 

e a análise de polimorfismos em MMPs relacionados tem valor clínico significativo, 

aumentando o entendimento da fisiopatogenia da degeneração desse tendão. 

No futuro, a investigação de outros marcadores genéticos poderá definir e 

padronizar os principais genes de risco para essa doença e, assim, criar condições 

adequadas para o desenvolvimento de estratégias preventivas e terapêuticas 

individualizadas, como, por exemplo, o uso dos inibidores de MMPs de baixo peso 

molecular para pacientes suscetíveis à insuficiência do tendão tibial posterior. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Os polimorfismos rs2252070 na região promotora do gene da MMP-13 (-77); 

rs1144393 da MMP-1 (-519); rs1799750 da MMP-1 (-1607) e o rs11225395 da 

MMP-8 (-799) estão associados à tendinopatia primária do tibial posterior, e podem 

ser utilizados como marcador genético de risco à insuficiência do tendão tibial 

posterior. 

 

Combinações haplotípicas dos polimorfismos da MMP-1 (-1607 e -519) 

(rs1799750 e rs1144393); MMP-8 (-799) (rs11225395) e MMP-13 (-77) (rs2252070) 

influenciam a tendinopatia primária no tibial posterior em mulheres, sendo, o 

haplótipo T-G-2G-A de risco e o C-A-1G-A de proteção a esta tendinopatia. 

Os resulatados da regressão logística múltipla demonstraram que os SNPs 

tem efeito independente e sinérgico, sendo fator de risco a tendinopatia primaria do 

tibial posterior. 
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APÊNDICE 1 

 

 

Resultados da análise dos haplótipos pelo programa SHESIS online softwarede livre 

acesso pelo endereço eletrônico: http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php. 

 

 

Haplótipos 
Controle  

no 
Controle % Teste no Teste % 

Qui-Quadrado OR (95% IC) 

C-A-1G-A 46.55 0,233 7.76 0,039      32,602 0,130(0,059~0,286) 

C-A-1G-G 14.68 0,073 4.38 0,022 5,892 0,281 (0,095~0,833) 

T-A-1G-A 18.76 0,094 7.99 0,040 4,692 0,399 (0,170~0,939) 

T-A-1G-G 7.24 0,036 3.38 0,017 - - 

C-A-2G-A 12.54 0,063 12.32 0,062 0,003 0,979 (0,434~2,211) 

C-A-2G-G 6.16 0,031 7.68 0,038 - - 

T-A-2G-A 6.06 0,030 20.33 0,102 8,296 3,644 (1,435~9,251) 

T-A-2G-G 0 0,00 10.16 0,051 9,497 942,583 (56,555~15709.716) 

C-G-1G-A 33.67 0,168 2.69 0,013 29,366 0,066 (0,019~0,233) 

C-G-1G-G 10.61 0,053 10.52 0,053 0,001 0,989 (0,411~2,381) 

T-G-1G-A 14.68 0,073 11.41 0,007 11,474 0,089 (0,016~0,0507) 

T-G-1G-G 3.81 0,019 5.88 0,029 - - 

C-G-2G-A 14.30 0,071 31.68 0,158 7,491 2,467 (1,273~4,782) 

C-G-2G-G 5.49 0,027 10.98 0,055 1,908 2,061 (0,724~6,866) 

T-G-2G-A 5.44 0,027 37.82 0,189 27,431 8,487 (3,365~21,404) 

T-G-2G-G 0 0,00 25.02 0,125 26,820 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php
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APÊNDICE 2 

 

 

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

endereço eletrônico (http://www.bioinf.man.ac.uk/phase/). 

 

 Haplótipos Controle no Controle % Teste no Teste % Valor de p 

1 C-A-1G-A 44 0,229 7 0,031 p < 0,001 

2 C-A-1G-G 16 0,074 7 0,028  

3 T-A-1G-A 24 0,098 7 0,030  

4 T-A-1G-G 7 0,030 6 0,023  

5 C-A-2G-A 13 0,068 9 0,064  

6 C-A-2G-G 4 0,028 8 0,037  

7 T-A-2G-A 4 0,027 24 0,097  

8 T-A-2G-G 0 0,00 6 0,056  

9 C-G-1G-A 30 0,168 2 0,022  

10 C-G-1G-G 14 0,055 10 0,042  

11 T-G-1G-A 11 0,074 1 0,015  

12 T-G-1G-G 4 0,020 4 0,025  

13 C-G-2G-A 20 0,068 37 0,150  

14 C-G-2G-G 3 0,026 8 0,062  

15 T-G-2G-A 6 0,025 35 0,196  

16 T-G-2G-G 0 0,00 29 0,114  
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ANEXO 2 

 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-HCFMUSP e UNIVERSIDADE 

FEDERAL DO PARANÁ- UFPR 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSÁVEL 
LEGAL 

1.NOME: .:............................................................................. ........................................................... 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ........................................ SEXO :    .M□F□ 
DATA DE NASCIMENTO: ......../......../......  
ENDEREÇO: .......................................................................Nº .......APTO: ....... 
BAIRRO:..........................................CIDADE  ....................... 
CEP:.......................TELEFONE: (............) ...................................... 

2. RESPONSÁVEL LEGAL.......................................................................................... 
Grau de parentesco .................................................................................. 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.............................SEXO:  M □F□ 
DATA DE NASCIMENTO.: ....../......./...... 

ENDEREÇO: ............................................................Nº ................... APTO: ............................. 

BAIRRO:.................................CIDADE: ...................................................................... 

CEP:.............................................TELEFONE: (...........).............................................. 
_____________________________________________________________________________________ 

DADOS SOBRE A PESQUISA 

1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:Papel do polimorfismo dos genes que expressam as 

metaloproteases na tendinopatia primária do tendão tibial posterior. 

 

2. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

RISCO MÍNIMO X  RISCO MÉDIO □ 

RISCO BAIXO □  RISCO MAIOR □ 

 

 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE 
DE SÃO PAULO-HCFMUSP e UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ- UFPR 

 As lesões dos tendões por degeneração têm explicações ligadas a traumatismos, a problemas 

de circulação sanguínea e problemas dos nervos, mas muitas doenças que levam à degeneração dos 

tendões ainda permanecem sem uma explicação médica adequada.Essas informações estão sendo 

fornecidas para sua participação voluntária neste estudo, que visa esclarecer os motivos que causam as 
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degenerações dos tendões do pé. Por esse motivo, a possibilidade de causas genéticas para essas lesões 

precisam ser estudadas e o objetivo desse estudo é investigar a frequência dos genes em pacientes com 

diagnóstico de lesão do tendão tibial posterior, para verificar a possível relação entre o polimorfismo 

genético e o desenvolvimento dessa doença. 

 Esse estudo será feito com um único exame mediante coleta simples de saliva. Os pacientes 

selecionados farão bochecho com água e açúcar e, em seguida, cuspirão em um recipiente plástico 

pequeno. A leitura das informações genéticas presentes na saliva é exame de alta tecnologia não 

rotineiro no nosso meio. Não haverá outros exames ou procedimentos invasivos. 

 Não haverá desconfortos ou riscos na coleta e execução desse exame. 

 Em relação aos benefícios para os participantes,não há benefício direto para o participante; 

trata-se de estudo experimental testando a hipótese de que fatores genéticos interfiram na degeneração 

dos tendões. 

 Com esse estudo, poderemos concluir a presença de algum benefício aos pacientes. 

 Está garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos achados da pesquisa, ao seu 

prontuário e aos profissionais responsáveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas. 

Os responsáveis pelo estudo são o Prof. Dr. Túlio Diniz Fernandes e a Prof
a
 Dra. Maria 

Cristina Leme Godoy dos Santos, que podem ser encontrados respectivamente nos endereços: Rua 

Ovídio Pires de Campos, n° 333, 3° andar, sala da Secretaria de Graduação, Instituto de Ortopedia e 

Traumatologia da USP, São Paulo, Capital, Brasil, pelo telefone 11-30696888 e Av. Cel. Francisco H 

dos Santos, s/n, Jardim das Américas, Departamento de Biologia Celular, sala 224, Curitiba, Paraná, 

Brasil pelo telefone 41-33611750. 

Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com 

o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) à Rua Ovídio Pires de Campos, 225 – 5º andar,telefone3069 

6442, ramais 16, 17, 18 ou 20. FAX: 3069 6442, ramal 26.E-mail: cappesq@hcnet.usp.br 

É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de 

participar do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na Instituição. 

É garantido aos participantes o direito de confidencialidade das informações obtidas no 

estudo, as quais serão analisadas em conjunto com as de outros pacientes, não sendo divulgada a 

identificação de nenhum deles. 

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

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

Não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e 

consultas,nem compensação financeira relacionada à sua participação. Se existir qualquer despesa 

adicional, ela será absorvida pelo orçamento da pesquisa. 
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Há compromisso absoluto do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente 

para esta pesquisa. 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que foram 

lidas para mim, descrevendo o estudo “Papel do polimorfismo dos genes que expressam as 

metaloproteases na tendinopatia primária do tendão tibial posterior”. 

Eu discuti com o Dr. Túlio Diniz Fernandes sobre a minha decisão em participar desse estudo. 

Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus 

desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro 

também que minha participação é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento 

hospitalar, quando necessário. Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e poderei retirar 

o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou 

perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço.  

Assinatura do paciente/representante legal   Data___/____/_____ 

 ------------------------------------------------------------------------- 

Assinatura da Testemunha    Data___/____/_____ 

 (para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos ou portadores 

de deficiência auditiva ou visual.) 

(Somente para o responsável do projeto) 

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

deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Assinatura do responsável pelo estudo Data         /       /        
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ANEXO 3 

 

Quadro 1: Sistema de Classificação dos Estágios da insuficiência do tendão tibial 

posterior descrito por Johnson & Strom (1989). 

 

Estágio Tendão/Deformidade 

I tendinopatia/ sem deformidade 

II 
tendinopatia/ deformidade pé plano 

flexível 

III 
tendinopatia/ deformidade pé plano 

rígido 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


