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RESUMO  

 

INTRODUÇÃO: O prolapso genital é o deslocamento das vísceras pélvicas devido ao 

enfraquecimento de sua sustentação e desequilíbrio entre as forças encarregadas de 

manter os órgãos em sua posição fisiológica. Além disso, também existem as forças 

que tendem a impelir essas estruturas para fora da pelve causando prejuízo à 

qualidade de vida e autoestima. Portanto, é de fundamental importância à realização de 

exames ginecológicos rotineiros a fim de que toda a assistência médica preventiva, em 

caso de mulheres predispostas geneticamente, seja feita de forma correta contendo 

assim sua evolução. OBJETIVO: O objetivo deste projeto é a avaliação do polimorfismo 

-519 AG do gene da MMP1 como fator de risco relacionado ao desenvolvimento de 

prolapso genital em mulheres brasileiras. MÉTODOS: Foi realizado um estudo clínico 

transversal do tipo caso-controle incluindo 245 mulheres, sendo 95 casos (prolapso em 

estádios III ou IV) e 150 controles (estádios I ou 0) recrutadas no ambulatório de 

Uroginecologia e Cirurgia Vaginal do Departamento de Ginecologia e Obstetrícia do 

Centro Universitário Saúde ABC, uma vez que todas assinaram o termo de 

consentimento para participação no estudo. Após extração de DNA de sangue das 

pacientes, a região polimórfica do gene MMP1, cadastrado com o código 

rs1144393 no Single Nucleotide Polymorphism database (dbSNP), foi amplificada por 

Reação de Polimerização em Cadeia (PCR) e os variantes foram diferenciados após 

digestão pela endonuclease de restrição KpnI em gel de agarose corado com brometo 

de etídio. Ao final da eletroforese, a análise foi feita por fluorescência em 

transiluminador UV sendo observada uma única banda de 200 bp para mulheres 

homozigotas GG, uma banda de 174 bp para mulheres homozigotas AA e duas bandas 

de 200 e 174 bp para mulheres heterozigotas AG. RESULTADOS E DISCUSSÃO: Do 

total de 245 amostras, verificou-se que 123 amostras (50,2%) correspondem ao 

genótipo AA do polimorfismo rs1144393, 71 amostras (28,98%) correspondem ao 

genótipo AG e 51 amostras (20,82%) correspondem ao genótipo GG. Não foi 

observada diferença estatística para a distribuição dos genótipos do polimorfismo do 

gene entre o grupo com prolapso genital (casos) e o grupo controle. A frequência 

encontrada para o alelo G, o alelo menos comum do polimorfismo, foi 35,30%. Este 

valor é maior que a frequência de 19,77% relatada no Single Nucleotide Polymorphism 

database (dbSNP). CONCLUSÃO: Não foi encontrada evidência que o polimorfismo -

519 AG do gene MMP1 (rs1144393) seja um fator de risco para o prolapso genital. 

 

Palavras-chave: Prolapso Genital, MMP1, Polimorfismo de Nucleotídeo Único. 
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ABSTRACT 

 

INTRODUCTION: Pelvic organ prolapse is the displacement of the pelvic visceras due 

to the weakening of theirs sustain and the imbalance between the forces charged to 

maintain the organs in their physiological positions. In addition of that, there are also 

forces that tend to propel these structures out of the pelvis causing damage to life 

quality and self-esteem. Therefore, it is fundamental to perform gynecological exams so 

all the preventive medical care, in the case of genetically predisposed women, be done 

correctly, evaluating their evolution. OBJECTIVE: The purpose of this project is to 

evaluate the -519 AG polymorphism of the MMP1 gene as a risk factor related to the 

development of genital prolapse in brazilian women. METHODS: A case-control cross-

sectional clinical study was carried out with 245 women, including 95 cases (pelvic 

organ prolapse in stages III or IV) and 150 controls (stages I or 0) recruited at the 

Urogynecology and Vaginal Surgery ambulatory of Centro Universitário Saúde ABC’s 

Gynecology and Obstetrics’ Department, after all signed the consent form. Following 

DNA extraction from the patients’ blood, the polymorphic region of MMP1 gene, 

registered with the code rs1144393 in the Single Nucleotide Polymorphism database 

(dbSNP), was amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR). The variants were 

analysed after digestion using the restriction endonuclease KpnI on an agarose gel 

stained with ethidium bromide. At the end of the electrophoresis, the bands were 

observed using fluorescence in a UV transilluminator. A single band of 200 bp was seen 

for women homozygous GG, a band of 174 bp for women homozygous AA and two 

bands of 200 and 174 bp for women heterozygous AG. RESULTS AND DISCUSSION: 

Among the 245 samples, it was found that 123 (50.2%) correspond the genotype AA 

from polymorphism rs1144393, 71 (28.98%) correspond to genotype AG and 51 

(20.82%) correspond to genotype GG. There was no statistical association for the 

distribution of genotypes among the pelvic organ prolapse group (cases) and the control 

group. The frequency for the G allele, the less common allele, was 35.30%. This value is 

larger than the frequency of 19.77% described in the Single Nucleotide Polymorphism 

database (dbSNP). CONCLUSION: There was no evidence that the -519 AG 

polymorphism from MMP1 gene (rs1144393) is a risk factor for pelvic organ prolapse.  

 

Keywords: Pelvic Organ Prolapse, MMP1, Single Nucleotide Polymorphism 

 

Financial support: PIBIC/CNPq, FAPESP, NEPAS. 

 

 

 



LISTA DE FIGURAS 

 

 

Figura 1 Estadiamento POP-Q de prolapso genital ........…………....……………..…... 13 

 

Figura 2 Visualização dos produtos de PCR de MMP1 -519 AG ……...……………..... 23 

 

Figura 3 Genotipagem de MMP1 -519 AG ................................................................... 24 

 

Figura 4 Representação esquemática dos resultados obtidos …………………...……. 25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 1 Prevalência de prolapso genital ……………………………………..……….…. 14 

 

Tabela 2 Distribuição dos genótipos entre mulheres com e sem prolapso genital ...… 26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

 
 

Bp: Base Pair 

CNS: Conselho Nacional de Saúde 

CP: Corpo Perineal 

CVT: Comprimento Vaginal Total 

dbSNP: Single Nucleotide Polymorphism database 

DNA: Ácido Desoxirribonucleico 

EDTA: Ácido Etilenodiaminotetracético 

HG: Hiato Genital 

IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatísticas 

ICS: Sociedade Internacional de Continência 

IMC: Índice de Massa Corpórea 

KpnI: Klebsiella pneumoniae restriction endonuclease 

MEC: Matriz Extracelular 

MMP1: Metaloproteinase de Matriz Isoforma 1 

PCR: Reação de Polimerização em Cadeia 

POP-Q: Pelvic Organ Prolapse Quantification 

RNA: Ácido Ribonucleico 

SNP: Polimorfismos de Nucleotídeo Único 

TAE: Tampão Tris-Hidroximetilaminometano 

UNIFESP: Universidade Federal de São Paulo 

 

 

 

 

 

 

 



SUMÁRIO 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO ........................................................................................................... 11 

1.1 Objetivo.....................................................................................................................16 

2. POLIMORFISMO GENÉTICO COMO FATOR DE RISCO PARA PROLAPSO ........ 17 

2.1 MMP1 ....................................................................................................................... 17 

3. PACIENTES E MÉTODOS ........................................................................................ 19 

3.1 Coleta e processamento de sangue periférico ......................................................... 20 

3.2 Extração e armazenamento de DNA ........................................................................ 20 

3.3 Primers e reação em cadeia da polimerase ............................................................. 21 

3.4 Digestão do produto de PCR por endonuclease de restrição ................................... 21 

3.5 Eletroforese em gel de agarose de 2,5% e 3%  ....................................................... 22 

4. RESULTADOS ........................................................................................................... 23 

5. DISCUSSÃO .............................................................................................................. 27 

6. CONCLUSÃO ............................................................................................................ 29 

REFERÊNCIAS .............................................................................................................. 30 

ANEXO A - CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA .................................. 33 

ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO ....................... 38 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

 Define-se como prolapso genital o deslocamento das vísceras pélvicas como 

parede vaginal anterior, parede vaginal posterior, colo uterino ou ápice vaginal no 

sentido caudal, em direção ao hiato genital. Decorre do desequilíbrio entre as forças 

encarregadas de manter os órgãos pélvicos em sua posição normal, e aquelas que 

tendem a impeli-los para fora da pelve (HAYLEN et al, 2010). 

 O prolapso genital pode ocorrer no compartimento anterior, médio ou posterior 

da pelve. No compartimento anterior, podemos encontrar prolapso da uretra, bexiga ou 

de ambos. Já no compartimento médio, podemos encontrar o prolapso uterino, da 

cúpula vaginal ou enterocele e no compartimento posterior, o prolapso de reto 

(MARTINS, 2010). Sendo assim, a Sociedade Internacional de Continência (ICS), a 

Sociedade Americana de Uroginecologia e a Sociedade dos Cirurgiões Ginecológicos 

propuseram nova classificação conhecida como Pelvic Organ Prolapse Quantification 

(POP-Q) com o objetivo de uniformizar as distopias genitais existentes, validada e 

formalizada em 1996  (BUMP et al, 1996). Estudo realizado na Universidade Federal de 

São Paulo (UNIFESP) em 2003 mostrou que esta classificação é reprodutível na 

população brasileira (FELDNER et al, 2003). 

 Com este protocolo, o profissional deve identificar o ponto de maior distopia, com 

cooperação e confirmação da paciente, fazendo esforço, em pé e por meio de tração do 

ponto máximo de prolapso. Nesta nova classificação, o hímen passou a ser o ponto de 

referência e o prolapso, quantificado em centímetros a partir deste. Se acima do hímen, 

terá valores negativos e, se abaixo, será positivo.  

 A forma de aplicação da classificação POP-Q é esquematizada na Figura 1. 

Existem dois pontos de referência na parede anterior, dois na superior e dois na 

posterior. O ponto Aa (ponto A da parede vaginal anterior) localiza-se a três centímetros 

para dentro do hímen na linha média da parede anterior da vagina sendo que sua 

posição varia entre -3 a +3 cm. Para sua determinação, coloca-se marcação no ponto -

3 em repouso e observa-se onde ele se localiza quando há esforço.  

O ponto Ba (ponto B da parede vaginal anterior) representa o ponto de maior 

prolapso da parede vaginal anterior. Na ausência de prolapso, é localizado em -3 e, se 
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há prolapso total, equivale ao comprimento vaginal total (CVT). O espéculo de Sims é 

utilizado a fim de afastar a parede vaginal posterior e pede-se para a paciente fazer 

esforço. O ponto que mais se externalizar é considerado como Ba. 

O ponto C é o ponto mais distal do colo uterino ou da cúpula vaginal pós-

histerectomia. Para sua determinação, localiza-se o colo, encosta-se a marcação neste 

e pede-se para a paciente fazer esforço. Dessa forma, determina-se até onde o colo vai 

em direção ao hímen. 

O ponto D está localizado no fórnice vaginal posterior, na altura da inserção dos 

ligamentos uterossacrais sendo que, na ausência do útero, este ponto é omitido. Ao se 

determinar o fórnice posterior, coloca-se a marcação e pede-se a paciente para que 

faça esforço encontrando-se, assim, o ponto D. 

O ponto Ap está localizado na linha média da parede vaginal posterior, e é 

análogo do ponto Aa. 

O ponto Bp representa o ponto de maior prolapso da parede vaginal, e é 

posterior, análogo do ponto Ba. 

O comprimento vaginal total é a medida da maior profundidade vaginal. Para ser 

calculado não é necessário realização de esforço pela paciente. 

O hiato genital (HG) é a medida do meato uretral externo até a linha posterior do 

hímen ou fúrcula, determinada em repouso. 

O corpo perineal (CP) é a medida da fúrcula até o centro do orifício anal. 

Também não necessita de esforço da paciente para sua mensuração. 

 Após realizada a medida segundo o critério POP-Q, o prolapso é classificado 

como:  

 Estádio 0: quando não há prolapso genital; 

 Estádio I: o ponto de maior prolapso é classificado em até -1 cm; 

 Estádio II: o ponto de maior prolapso está localizado entre -1 e +1 cm;  

 Estádio III: o ponto de maior prolapso está a mais de -1 cm, porém sem ocorrer 

eversão total e 

 Estádio IV: eversão total do órgão prolapsado, o ponto de maior prolapso fica, no 

mínimo, no comprimento vaginal menos 2 cm (HAYLEN et al, 2016). 
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Figura 1: Estadiamento POP-Q de prolapso genital. 

 

 

 

Fonte: Cruz et al, 2019. 

 

O prolapso genital é de fundamental importância para mulheres de todas as 

idades porém com maior predomínio em maiores de 50 anos sendo que 11,1% destas 

precisarão ser submetidas à cirurgia após os 80 anos (BERTOLINI et al, 2011). Nos 

Estados Unidos da América, mais de 200.000 mulheres são operadas por ano sendo 

que, mais de 30% destas precisam submeter-se a nova cirurgia a fim de que seu 

problema seja solucionado (FERRARI et al, 2012). 

Na Tabela 1 é apresentada a frequência de formas, estadiamento e 

manifestação de prolapso genital na população. Observa-se que os estádios mais 

avançados da doença (POP-Q III e IV) são raros. Além disso, o prolapso genital do 

compartimento anterior é observado com maior frequência quando comparado aos 

demais, sendo duas vezes mais frequente do que o prolapso do compartimento 

posterior e três vezes mais frequente que o prolapso de compartimento apical. 

Entretanto, na maior parte dos casos de prolapso genital sintomático, o acometimento 

de múltiplos compartimentos (bexiga, intestino, útero) é observado. 
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Tabela 1: Prevalência de prolapso genital. 

 

Fonte: Cruz et al, 2019. 

 

Após histerectomia, de 6% a 8% das mulheres irão desenvolver prolapso da 

cúpula vaginal e, na maior parte desses casos, o prolapso de mais de um 

compartimento estará presente (CRUZ et al, 2019). 

Com etiologia multifatorial, vários são os fatores que predispõem as mulheres a 

essa condição. Estes incluem variações esqueléticas, fatores congênitos, genéticos e 

raciais, idade avançada, índice de massa corpórea (IMC), neuropatias, 

hipoestrogenismo, obstipação crônica, desnutrição, tabagismo, desordens do colágeno, 

aumento na pressão intra-abdominal desencadeado por problemas respiratórios 

associados à tosse crônica, gravidez e partos vaginais (MARTINS, 2010). Apesar de 

alguns autores relataram aumento nas taxas de prolapso genital em mulheres com pelo 

menos um parto vaginal quando comparadas a nulíparas, este falha em explicar 

totalmente a gênese e progressão das desordens do assoalho pélvico, uma vez que 

são observados altos graus de prolapsos em nulíparas e ausência da doença em 

multíparas (MARTINS, 2010). 

O decurso da doença, além de desequilíbrio de pressão, se dá pelo 

enfraquecimento de estruturas do tecido conectivo, fáscia endopélvica e músculos do 
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assoalho pélvico que suportam os órgãos pélvicos. Sendo assim, o prolapso genital 

costuma ser assintomático, porém, com a evolução do quadro, podem surgir sintomas 

que variam dependendo a idade, duração e o grau do prolapso que a paciente 

apresenta. Esses sintomas podem ser sensação de peso e dor na região do hipogástrio 

que diminui em repouso e aumenta durante a realização de exercícios físicos, disúria, 

polaciúria, dor vaginal e perineal, comprometimento miccional por incontinência ou 

retenção urinária, constipação intestinal, queixas sexuais e infecção urinária de 

repetição (SHULL et al, 1993).  

Em relação à raça, mulher da raça negra possuem menor risco para o prolapso 

genital enquanto mulheres hispânicas têm maior risco (HENDRIX et al, 2002). O estado 

menopausal também influencia a ocorrência, visto que 74,2% das pacientes possuem 

algum órgão fora da posição habitual na pós menopausa (MARTINS, 2010). 

 Mesmo não ameaçando a vida, o prolapso genital pode afetar intensamente a 

qualidade da mesma causando alto impacto físico, psicológico e também social. Além 

disso, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatísticas (IBGE), desde 

1970, devido à redução da mortalidade desencadeada pelos avanços médicos e as 

baixas taxas de natalidade ocasionadas pelo aumento exponencial do uso de métodos 

contraceptivos, a população brasileira contará com, aproximadamente,  nove milhões 

de mulheres com 80 anos ou mais. Frente ao envelhecimento da população, à grande 

morbidade proporcionada pelo prolapso genital e aos elevados custos do tratamento, é 

possível concluir que esta enfermidade representa um problema socioeconômico 

importante.  

 Além disso, nos próximos trinta anos, espera-se que o número de mulheres que 

procurarão cuidados médicos por desordens no assoalho pélvico irá dobrar (BEZERRA, 

2013). Sendo assim, é de fundamental importância, além da  realização de exames 

ginecológicos rotineiros, o avanço dos estudos das bases moleculares e seus 

biomarcadores, além dos modulares do assoalho pélvico para que as mulheres 

predispostas sejam identificadas e tratadas corretamente contendo a evolução do 

quadro. 
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1.1 Objetivo 

 

  Avaliar o polimorfismo -519 AG do gene da metaloproteinase de matriz isoforma 

1 (MMP1) como fator de risco relacionado ao desenvolvimento de prolapso genital em 

mulheres brasileiras. 
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2 POLIMORFISMO GENÉTICO COMO FATOR DE RISCO PARA PROLAPSO 

GENITAL 

 

Os polimorfismos são marcadores genéticos que ocorrem quando um locus tem 

dois ou mais alelos, cujas frequências excedem a 1% na população. O polimorfismo de 

nucleotídeo único ou SNP é um local no DNA em que um único par de bases varia de 

pessoa para pessoa, em uma determinada população. São os mais frequentemente 

encontrados no genoma humano e ocorrem numa frequência de um a cada 1000 bp no 

genoma (BROOKES, 1999).  

 Os SNPs podem alterar a expressão do fenótipo humano por influenciar genes 

promotores, modificar a estrutura do DNA ou RNA mensageiro, levando a alteração na 

sequência de aminoácidos e consequentemente na função das proteínas, entre outros 

meios (LOHRER et al, 2000). Acredita-se que na espécie humana exista mais de um 

milhão de polimorfismos, e destes, cerca de 30.000 apresentam manifestações 

fenotípicas com significância clínica. 

 Evidências até o momento sugerem que os principais polimorfismos associados 

ao prolapso genital ocorrem em genes relacionados à formação e remodelação de 

fibras de colágeno. Estas fibras representam estruturas fundamentais para sustentação 

dos órgãos pélvicos. Assim, variações nos componentes das fibras de colágeno, bem 

como alterações nos processos de sua síntese e/ou degradação poderiam tornar o 

desenvolvimento do prolapso mais ou menos favorável. 

 

2.1 MMP1 

 

 Matriz metaloproteinases, também conhecidas por MMPs, é uma família de 

enzimas proteolíticas que, nos vertebrados atuam em diversos substratos, sendo 

capazes de degradar os componentes da matriz extracelular (MEC) como o colágeno, a 

gelatina e a elastina (HAAKE et al, 2004). Em humanos, é codificada pelo gene MMP1 

que é localizado em 11q22.3.  

Já o colágeno é uma proteína estrutural que promove elasticidade para a pele, 

tendões e ossos. Além disso, no trato geniturinário confere estabilidade mecânica e 
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distensibilidade do tecido. Essa proteína é encontrada em diversas estruturas como 

vasos, pulmões, útero e pulmões, além das outras já mencionadas. Existem mais de 

dezenove tipos de colágeno, sendo que os tipos I e III são os principais componentes 

estruturais encontrados nos tecidos epiteliais (JACKSON et al, 1996). 

 A MMP1 desempenha importante papel na degradação do colágeno do tipo I, ao 

passo que a MMP3 é capaz de ativar outras MMPs, incluindo MMP1. Posto isso, é 

plausível acreditar que a hiperexpressão dessas enzimas poderia, em parte, explicar a 

perda da integridade das fibras de colágeno e, assim, a maior suscetibilidade para o 

desenvolvimento de prolapso genital. 

 Sendo o colágeno degradado por essa família de enzimas, acredita-se que esta 

seja a principal mediadora da degradação da MEC e iniciadora do remodelamento dos 

tecidos. Além disso, esse grupo de enzimas desempenha também um importante papel 

em processos fisiológicos como desenvolvimento embrionário, morfogênese, 

desenvolvimento pós-natal e processos patológicos (GARBACKI et al, 2009).  

 Seguindo a linha de pensamento de estudos já previamente realizados, foi 

encontrada relação entre o polimorfismo do gene MMP1 e a ocorrência de prolapso 

genital. Skorupski et al (2013) estudaram os polimorfismos da MMPs como fatores de 

risco relacionados ao desenvolvimento de prolapso genital e, embora esses últimos 

autores não tenham conseguido demonstrar a associação dos polimorfismos da MMP1 

e MMP3 isoladamente com a ocorrência da distopia, observaram que a combinação de 

outros genes se mostrou associada a ocorrência da doença. 

 Estudos recentes mostraram que um polimorfismo na região promotora do gene 

MMP1 (-1607 1G/2G ou rs1799750) interfere na expressão da enzima logo, nas 

estruturas de sustentação dos órgãos pélvicos, e pode estar associado ao prolapso 

genital.  

 A variação AG na posição -519, outro polimorfismo na região promotora do gene 

MMP1, nunca foi avaliado em relação ao prolapso genital, mas mostrou associação a 

outras doenças como tendinopatia tibial posterior (MUNHOZ, 2016). Assim, é pertinente 

propor o estudo da relação entre polimorfismo -519 AG do gene MMP1 como fator de 

risco para o desenvolvimento de prolapso genital. 
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3 PACIENTES E MÉTODOS 

 

O setor de Uroginecologia e Cirurgia Vaginal do Departamento de Ginecologia e 

Obstetrícia do Centro Universitário Saúde ABC atendeu as pacientes, uma vez que 

todas assinaram o termo de consentimento para participação no estudo (Anexo 1). 

 Com o objetivo de assegurar os direitos e deveres que dizem respeito à 

comunidade científica, aos sujeitos da pesquisa e ao Estado esse estudo observou as 

diretrizes da Resolução 196/96 do Conselho Nacional de Saúde (CNS) e, portanto, foi 

previamente submetido à avaliação e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

FMABC (Anexo 2). 

 Foram selecionadas, para o projeto de pesquisa em questão, mulheres sendo 95 

casos (mulheres que evidenciaram prolapso genital em estádios III e IV) e 150 controles 

(mulheres que evidenciaram prolapso genital em estádios 0 e I), segundo a 

classificação mais atualizada proposta pela ICS, Sociedade Americana de 

Uroginecologia e a Sociedade dos Cirurgiões Ginecológicos (BUMP et al, 1996). 

 Os critérios de inclusão do grupo caso foram: diagnóstico, por exame físico, de 

prolapso dos órgãos pélvicos nos estádios III e IV; história clínica compatível com pós-

menopausa (ausência de fluxo menstrual há pelo menos um ano) e ausência de terapia 

hormonal há pelo menos seis meses. O único critério de não inclusão do grupo controle 

foi a não permissão da paciente em realizar a coleta sanguínea após ter sido 

esclarecida sobre o estudo. 

 Os critérios de inclusão do grupo controle foram: pacientes com estadiamento de 

prolapso 0 e I; história clínica compatível com pós-menopausa (ausência de fluxo 

menstrual há pelo menos um ano) e ausência de terapia hormonal há pelo menos seis 

meses. Os critérios de não inclusão do grupo controle foram: pacientes que realizaram 

qualquer tipo de cirurgia vaginal prévia e a não permissão da paciente em realizar a 

coleta sanguínea após ter sido esclarecida sobre o estudo. 

 Consequentemente, as pacientes foram submetidas à anamnese com registro do 

nome, número do registro hospitalar, idade, raça, história familiar de distopia genital, 

antecedentes obstétricos, idade da menopausa, uso de terapia hormonal, história de 

constipação intestinal e tosse crônica. Além disso, todas as mulheres foram pesadas e 
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medidas para o cálculo do índice de massa corpórea  e posteriormente submetidas ao 

exame ginecológico, no qual foi realizado o estadiamento POP-Q para a quantificação 

do prolapso genital (BUMP et al, 1996). 

 

3.1 Coleta e processamento de sangue periférico 

 

 Foram colhidos cinco mL de sangue venoso de cada participante, em punção 

periférica de membro superior, utilizando Vacutainer com anticoagulante EDTA (Ácido 

Etilenodiaminotetracético). O sangue foi centrifugado a 2000 rpm/4ºC (Eppendorf, 

modelo 5804R), durante cinco minutos para extração da fase leucocitária. Os tubos 

foram retirados cuidadosamente para que as duas fases formadas não se misturem: 

fase superior, com o plasma, e fase inferior, rica em hemácias. Na interface, observou-

se uma névoa branca, onde se concentraram os leucócitos. A fase superior, o plasma, 

foi descartada e uma alíquota de 0,3 mL da interface rica em leucócitos foi transferida 

para novo tubo. Esta alíquota foi armazenada a -20ºC até a extração de DNA. 

 

3.2 Extração e armazenamento de DNA 

  

 A extração do DNA genômico foi realizada após o descongelamento da fase 

leucocitária, utilizando-se o kit comercial Illustra Blood Mini (GE Healthcare). Seguindo a 

recomendação do fabricante, foi adicionado 500 μL de tampão de lise em 100 μL de 

sangue. Em seguida, o lisado foi centrifugado a 8.000 rpm/4ºC (Eppendorf, modelo 

5804R) por um minuto em coluna cromatográfica de sílica. Após duas etapas de 

lavagem e centrifugação com tampões contendo etanol, o DNA foi diluído em 100 μL de 

H2O milli-Q autoclavada e pré-aquecida a 70ºC. O DNA purificado obtido foi 

quantificado por espectrofotometria em comprimento de onda de 260 nm (Spectronic, 

modelo Genesys 5) e armazenado a -20°C até a sua utilização. 
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3.3 Primers e reação em cadeia da polimerase 

 

 O DNA da região promotora do gene MMP1 foi amplificado utilizando os primers 

5’-CATGGTGCTATCGCAATAGGGT-3’ e 5’-TGCTACAGGTTTCTCCACACAC-3’ 

descritos por Munhoz et al. (2016) e sintetizados por Invitrogen. Estes primers foram 

entregues liofilizados pelo fabricante e, no laboratório de Biologia Molecular do Centro 

Universitário Saúde ABC foram preparadas as soluções de trabalho a 10 µM. 

 A reação de amplificação foi realizada com 8 μL utilizando reagente PCR Master 

Mix (Promega) diluído adequadamente, 0,4 µL de cada primer e 2 μL da preparação de 

DNA genômico. 

 O protocolo de amplificação da região do gene MMP1 contendo o polimorfismo 

de interesse foi composto por 46 ciclos de amplificação foram precedidos de 

desnaturação a 94°C por dez minutos. Cada ciclo consistiu de aquecimento a 94°C por 

um minuto, alongamento de 45°C por um minuto, e desnaturação a 72°C por um 

minuto. Uma extensão de primer final foi realizada a 72°C por dez minutos.  Ao final, as 

amostras foram mantidas congeladas até a realização da eletroforese em gel de 

agarose (GE Healthcare) a 3%. 

 

3.4 Digestão do produto de PCR por endonuclease de restrição  

 

 O produto de PCR do primer para o polimorfismo -519 AG foi submetido à 

digestão com enzima de restrição KpnI (Promega) por 18 horas e resolvidos em gel de 

agarose a 3% corados com brometo de etídio (Gibco BRL) de tal forma que foi possível 

distinguir os diferentes genótipos do polimorfismo. Ao final da eletroforese foi observada 

uma única banda de 200 bp para mulheres homozigotas GG, uma banda de 174 bp 

para mulheres homozigotas AA e duas bandas de 200 e 174 bp para mulheres 

heterozigotas AG. 

 Para realizar a digestão, foram utilizados 10 μL de DNA amplificado e adicionou-

se 1U enzima KpnI em tampão adequado fornecido pelo mesmo fabricante da 

endonuclease e H2O livre de nuclease para completar 20 μL de volume de reação. A 
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reação ocorreu a 37ºC por dezoito horas, sendo armazenada a 4 ºC até a realização de 

eletroforese. 

3.5 Eletroforese em gel de agarose de 2,5% e 3% 

 

 A eletroforese foi realizada em tampão TAE: Tampão Tris (tris-

hidroximetilaminometano) 0,4 M pH 8,0; EDTA 0,01 M e ácido acético 0,2 M. Foram 

preparados géis de agarose (2,5% e 3%) em tampão TAE contendo, em cada gel, 2 μL 

de brometo de etídio. Após a polimerização, o gel é colocado na cuba de eletroforese 

preenchida pelo tampão de corrida TAE 1x.  

 A eletroforese em gel de agarose foi utilizada para analisar os produtos de PCR 

e a digestão enzimática a fim de identificar o genótipo das pacientes em questão.  

 Para realizar a análise do produto do PCR, pipetou-se 10 µL do mesmo e 

adicionou-se 2 µL de corante. Então, foram aplicados os 12 µL resultantes no gel de 

agarose a 2,5% com 5 µL de padrão de peso molecular 100 bp DNA ladder (Promega) 

por, aproximadamente, 30 min a 100 V. A análise foi feita por fluorescência em 

transiluminador UV (LGC, modelo: ZT-21) e todas as bandas devem apresentar 

tamanho de 200 bp. 

 Para analisar a digestão enzimática, acrescentou-se 4 µL do corante nos 20 µL 

do produto da digestão. Foram aplicados os 24 µL em gel de agarose a 3% com 5 µL 

de padrão de peso molecular 100 bp DNA ladder (Promega) por, aproximadamente, 50 

min a 100 V. A análise foi feita por fluorescência em transiluminador UV e os resultados 

possíveis são três: única banda de 200 bp para pacientes homozigotas GG, uma banda 

de 174 bp para pacientes homozigotas AA e duas bandas de 200 e 174 bp para 

pacientes heterozigotas AG. 
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4 RESULTADOS 

 

Resultados representativos da amplificação da região cadastrada com o código 

rs1144393 no Single Nucleotide Polymorphism database (dbSNP) do gene MMP1 

contendo o polimorfismo -519 AG são apresentados na Figura 2. Os DNAs analisados 

originaram a banda única esperada com tamanho de 200 pb. 

 

Figura 2: Visualização dos produtos de PCR de MMP1 -519 AG em gel de agarose 
2,5%. Amostras PG01 - PG10; PM: padrão de peso molecular. O tamanho 

esperado do produto (200 pb) é indicado 

 

 

 As genotipagens foram realizadas por meio de análise dos produtos de digestão 

pela endonuclease de restrição KpnI em gel de agarose corado com brometo de etídio. 

Ao final da eletroforese, foi observado uma única banda de 200 bp para mulheres 

homozigotas GG, duas bandas de 174 e 26 bp para mulheres homozigotas AA e três 

bandas de 200, 174 e 26 bp para mulheres heterozigotas AG. Sendo que a banda de 
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tamanho 26 bp não é visível por ser muito pequena, esta é desconsiderada para a 

análise.  

 A Figura 2 mostra um experimento representativo da análise de fragmentos de 

restrição de KpnI. Nesta imagem, as amostras 81, 83, 84, 85 e 86 foram identificadas 

como homozigotas AA, as amostras 76, 77, 78 e 82 foram identificadas como 

heterozigotas AG enquanto as amostras 75 e 80 foram identificadas como homozigotas 

GG. 

 

Figura 3: Genotipagem de MMP1 -519 AG. Visualização dos produtos de PCR 
digeridos por KpnI em gel de agarose 3% corado com brometo de etídio. 

Amostras PG75 - PG86; PM: padrão de peso molecular. Os tamanhos esperados 
dos fragmentos de restrição 200 e 174 bp são indicados e 26 bp não é visível por 

este método 

 

 

 Como o tamanho das bandas apresentadas para a genotipagem deste 

polimorfismo é muito próximo e a digestão pela endonuclease de restrição pode ser 

incompleta, equívocos na interpretação dos genótipos poderiam ser cometidos, 

especialmente na diferenciação entre homozigotos AA e heterozigotos AG. Apesar de 

determinada amostra apresentar duas bandas, deve ser levada em consideração a 
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intensidade em que essa banda é apresentada. Uma vez que a banda maior (200 bp) 

apresenta intensidade maior que da banda menor (174 bp), a amostra é heterozigota 

AG. Caso a banda menor (174 bp) apresentar-se mais intensa que a banda maior (200 

bp), a amostra é considerada homozigota AA. Isso pode ser justificado pelo fato de que 

estão sendo analisados organismos diploides e, obrigatoriamente, a carga de DNA do 

alelo G seria igual à carga do alelo A. 

 Do total de 245 amostras, como podemos observar na Figura 4 e Tabela 2, 

verificou-se que 123 amostras (50,2%) correspondem ao genótipo AA, 71 (28,98%) 

corresponde a AG e 51 (20,82%) ao genótipo GG. 

 

Figura 4: Representação esquemática dos resultados obtidos 

 

 

 

Os genótipos dos participantes foram distribuídos entre os grupos caso e 

controle originando a Tabela 2. Não foi observada associação estatisticamente 

significativa para a distribuição dos genótipos entre os dois grupos. Esta análise foi feita 

tanto considerando-se os três genótipos possíveis isoladamente (AA, AG e GG) como 

agrupando o genótipo menos comum (GG) ao heterozigoto. 
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Tabela 2: Distribuição dos genótipos entre mulheres com e sem prolapso genital 

 

 

 

Finalmente, em relação à frequência dos dois alelos do polimorfismo -519 G/A 

entre os participantes deste estudo, foi observado que a frequência do alelo A foi 

64,70% e a frequência do alelo G foi 35,30%. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Os polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) são as mais abundantes 

sequências de variação do DNA encontradas na espécie humana. São locais no DNA 

em que um único par de base nitrogenada varia de pessoa para pessoa, servindo, 

então, como marcadores genéticos que podem ser transmitidos de pai para filho 

(KWOK & GU, 1999). 

É interessante encontrar algum biomarcador que possa identificar a 

predisposição genética da mulher frente a distúrbios do assoalho pélvico visto que 

muitas destas realizam cesarianas a fim de que esta estrutura seja preservada uma vez 

que existem grandes chances de que alterações qualitativas e quantitativas no tecido 

conjuntivo, especialmente sobre as fibras colágenas, podem ser associadas pela falta 

de sustentação do assoalho pélvico e, por consequência, podem desencadear o 

prolapso genital (JACKSON et al, 1996, EWIES et al, 2003). 

De acordo com a análise estatística realizada, não se pode correlacionar o 

polimorfismo rs1144393 MMP1 com o prolapso genital. Este resultado não é 

inesperado. Apesar de se considerar que polimorfismos em genes envolvidos na 

formação e manutenção de fibras proteicas de estruturas anatômicas de sustentação 

sejam os melhores candidatos para fatores de risco do prolapso genital, na verdade 

poucos polimorfismo de fato se mostram associados a esta doença (CARTWRIGHT et 

al,  2015). 

Comparando a prevalência dos genótipos em outros estudos e de acordo com 

o Single Nucleotide Polymorphism database (dbSNP), o alelo G é o alelo menos 

comum do polimorfismo MMP1 -519 AG. No dbSNP relata-se que a frequência do alelo 

G é 19,77%. Neste estudo, a frequência do alelo G foi de 35,30%. A diferença para o 

resultado do snSNP pode se relacionar com a amostragem consideradas (245 neste 

estudo e 990 no dbSNP) ou por avaliarem populações de diferentes etnias. 

Essas possíveis explicações para a diferença de frequência do alelo G podem 

ser consideradas como limitações do estudo uma vez que o tamanho da amostra 
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tomada é relativamente pequeno. Outra limitação é a heterogeneidade dos grupos 

adotados sendo que o estudo é do tipo caso-controle e neste é sabido que as amostras 

deveriam ser o mais homogênea possível porém, o Brasil é um país extremamente 

miscigenado, sendo provavelmente o mais miscigenado do mundo. 

Além disso, é interessante que as pesquisas de polimorfismos de nucleotídeo 

único de tecido conjuntivo com metodologia adequada e resultados comprovados, para 

que os protocolos e técnicas sejam cientificamente comprovados continuem a fim de 

trazerem melhor elucidação da fisiopatologia desta doença para que ações preventivas 

possam ser melhor aplicadas a mulheres mais suscetíveis a desenvolver desordens no 

assoalho pélvico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 
 

 

 

 

 

6 CONCLUSÃO 

 

Segundo a análise estatística, não foi encontrada associação do polimorfismo 

rs1144393 do gene MMP1 com o prolapso genital. 
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ANEXOS 

ANEXO A - CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Avaliação de polimorfismo do gene da metaloproteinase de matriz 1 (MMP-1) 

como fator de risco relacionado ao desenvolvimento de prolapso genital 

 

OBJETIVO: 

 Estas informações estão sendo fornecidas para a sua participação voluntária 

neste estudo, que visa comparar dados clínicos e genéticos de mulheres com prolapso 

genital (que é a doença caracterizada pela exteriorização da bexiga e/ou reto pela 

vagina) e mulheres sem a presença dessa doença. 

 

PROCEDIMENTOS: 

 Realiza-se entrevista, com registro dos dados pessoais e clínicos. Será realizado 

exame físico rotineiramente, como em toda consulta ginecológica. Em seguida, por 

meio de punção venosa periférica, retira-se 5 mL de sangue para análise genética. 

 

RISCOS: 

 Os principais riscos relacionados à punção venosa são dor, desconforto ou 

hematoma no local, principalmente em pessoas com deficiências de coagulação, e 

ocorrência de tontura ou desmaio (reflexo vagal) durante o procedimento. 

 

BENEFÍCIOS PARA A PARTICIPANTE: 

 Não há benefício direto para a participante, uma vez que os resultados obtidos 

não afetarão a avaliação ou conduta do seu caso em particular. 

 

 

INFORMAÇÕES: 

 Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais responsáveis 

pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas. O investigador principal é o 

Dr. Emerson de Oliveira que pode ser encontrado na Faculdade de Medicina do ABC - 

FMABC, na Avenida Príncipe de Gales, 821, secretaria de Ginecologia, Santo André / 

SP, telefone 4993-7227. Se tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da 

pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da FMABC, na Avenida 

Príncipe de Gales 821, Santo André / SP, telefone 49935414. 

 

LIBERDADE: 
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 É garantida a liberdade para retirada do seu consentimento a qualquer momento, 

deixando de participar do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade do seu 

tratamento na Instituição. 

 

DIREITO DE CONFIDENCIALIDADE: 

 As informações obtidas serão analisadas em conjunto e a identificação das 

pacientes não será divulgada. 

 

TRATAMENTO: 

 Em caso de dano pessoal, ligado aos procedimentos realizados neste estudo, 

com nexo causal comprovado, a participante terá direito a tratamento médico na 

instituição, bem como às indenizações legalmente estabelecidas. 

 

CUSTOS: 

 Não há despesas pessoais para a participante em qualquer fase do estudo. 

Também não há compensação financeira relacionada à sua participação. Se existir 

qualquer despesa adicional, ela será absorvida pelo orçamento da pesquisa. 

 

RESULTADOS: 

 Você terá direito de saber os resultados tão logo sejam de conhecimento dos 

pesquisadores. 

 

Concordo em participar voluntariamente deste estudo e poderei retirar o meu 

consentimento a qualquer momento, sem prejuízo do meu atendimento médico. 

 

_______________________________________ 

Assinatura da voluntária / representante legal 

 

Data ____/____/____ 

 

Declaro que me foi concedido, de forma apropriada e voluntária, o consentimento 

Livre e Esclarecido desta voluntária para a participação neste estudo. 

 

_______________________________________ 

Assinatura do pesquisador principal 

 

Data ____/____/____ 

 


