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Resumo

Assuncao JH. Associacdo entre o polimorfismo genético das metaloproteinases
da matriz 1 e 3 e a rotura completa do manguito rotador [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2019.

INTRODUCAO: Na patogénese da rotura do manguito rotador, diminuigéo da
sintese e aumento da degradacdo das fibras colagenas sdo encontradas,
associadas ao aumento da atividade das metaloproteinases da matriz 1 e 3
(MMP-1 e MMP-3). Ha evidéncias que fatores genéticos estdo envolvidos na
producdo das metaloproteinases e na etiologia da rotura do manguito rotador.
O objetivo deste estudo foi avaliar a associagao entre o polimorfismo genético
das MMP-1 e MMP-3 com a rotura de espessura completa do manguito
rotador. Como objetivos secundarios, tivemos avaliar a correlagdo dos
haplétipos da MMP-1 e MMP-3 com a rotura de espessura completa do
manguito rotador e comparar se individuos com rotura transfixante do manguito
rotador tém maior proporcao de familiares com a mesma doenga, em relagao
aos individuos controles. METODOS: Avaliamos 64 pacientes com rotura
transfixante do manguito rotador e 64 controles assintomaticos. Foram
incluidos apenas pacientes com idade inferior a 65 anos e rotura de espessura
completa ndo traumatica. A rotura ou integridade do manguito rotador foi
avaliada por ressonancia magnética ou ultrassonografia em todos individuos.
Os pacientes e os controles foram pareados por idade. O acido
desoxirribonucleico (DNA) dos voluntarios foi obtido a partir de células epiteliais
da mucosa bucal. Os genétipos das MMP-1 e MMP-3 foram determinados

utilizando as técnicas de Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e



Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP).
RESULTADOS: Observamos uma presenca de 77% do alelo 1G e 64% do
genotipo 1G/1G no grupo controle. Os pacientes com rotura transfixante do
manguito rotador apresentaram uma taxa de 48% do alelo 2G e 73% de
genotipos 1G/2G ou 2G/2G (p< 0,001). Individuos com gendtipo 1G/2G e
2G/2G tiveram maior chance de ter uma rotura do manguito rotador: razdo de
chances (RC) igual a 4,8 (Intervalo de confianga de 95% [IC 95%] 2,1 a 11,0) e
52 (IC 95% 1,8 a 14,9), respectivamente. Também observamos uma
distribuicdo significativamente diferente nos alelos e gendtipos da MMP-3 (p =
0,045, p = 0,021, respectivamente) entre os casos e controles. Individuos com
genotipo 5A/5A tiveram maior chance de apresentarem uma rotura do manguito
rotador (RC 5,5; IC 95% 1,4 a 20,9). Individuos com haplétipo 2G/5A tiveram
maior possibilidade de ter uma rotura do manguito rotador, este haplétipo foi
encontrado em 42 de 64 pacientes (66%) e em 17 de 64 controles (27%), com
razao de chances de 5,3 (IC 95% 2,5 a 11,3). Pacientes com rotura do
manguito rotador relataram, em maior numero (19 de 64 pacientes, 30%), a
existéncia de familiares que realizaram tratamento para rotura do manguito
rotador em relagdo aos pacientes controles (quatro de 64 pacientes, 6%; p =
0,001). CONCLUSAO: O polimorfismo genético das MMP-1 e MMP-3 foi

associado a rotura do manguito rotador.

Descritores: manguito rotador; ombro; metaloproteinases; polimorfismo

genético.



Abstract

Assuncdo JH. Association between genetic polymorphism of matrix
metalloproteinases 1 and 3 and the full-thickness rotator cuff tear [thesis]. Sao
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2019.

INTRODUCTION: In the pathogenesis of rotator cuff tear, decreased synthesis
and increased degradation of collagen fibers are found, associated with an
increase in activity of matrix metalloproteinases 1 and 3 (MMP-1 and MMP-3).
There is evidence that genetic factors may be involved in metalloproteinase
production and the etiology of rotator cuff tear. The aim of this study was to
evaluate the association between the genetic polymorphism of MMP-1 and
MMP-3 and full-thickness rotator cuff tear. As secondary aims, we measured
the correlation of MMP-1 and MMP-3 haplotypes with full-thickness rotator cuff
tears and compared if individuals with full-thickness rotator cuff tears have a
higher proportion of relatives with the same disease than the control subjects.
METHODS: We evaluated 64 patients with full-thickness rotator cuff tear and 64
asymptomatic controls. Patients aged below 65 years, with non-traumatic full
thickness tears, were included. The rotator cuff tear or integrity was evaluated
by magnetic resonance or ultrasound in all individuals. The patients and
controls were paired by age. The deoxyribonucleic acid (DNA) of the volunteers
was obtained from oral mucosa epithelial cells. MMP-1 and MMP-3 genotypes
were determined using the Polimerase Chain Reaction (PCR) and Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) assays. RESULTS: We observed a
77% presence of allele 1G and 64% of genotypes 1G/1G in the control group.

The patients with full-thickness rotator cuff tear presented 48% of allele 2G and



73% of genotypes 1G/2G or 2G/2G (p < 0.001). Individuals with genotypes
1G/2G and 2G/2G were more likely to have a rotator cuff tear: odds ratio equal
to 4.8 (95% confidence interval [95% CI] 2.1 to 11.0) and 5.2 (95% CI 1.8 to
14.9), respectively. We also observed a significantly different distribution in the
alleles and genotypes of MMP-3 (p = 0.045, p = 0.021, respectively) among the
cases and controls. Individuals with the 5A/5A genotype were more likely to
have a rotator cuff tear (OR 5.5; 95% CIl 1.4 to 20.9). Individuals with the
haplotype 2G/5A were more likely to have rotator cuff tears develop, this
haplotype was found in 42 of 64 patients (66%) and in 17 of 64 controls (27%)
with odds ratio 5.3 (95% CI 2.5 to 11.3). Patients with rotator cuff tears reported,
in higher number (19 of 64 patients, 30%), the existence of relatives who
previously had treatment for rotator cuff tears compared to control patients (four
of 64 patients, 6%; p = 0,001). CONCLUSION: The genetic polymorphism of

MMP-1 and MMP-3 was associated with rotator cuff tear.

Descriptors: rotator cuff; shoulder; metalloproteinase; genetic polymorphism.



1 INTRODUCAO

A tendinopatia do manguito rotador é a principal causa de dor no ombro?
e a rotura destes tenddes incidem em 20% da populagdo?. A etiologia da rotura
do manguito rotador é multifatorial e para explicd-la sdo propostos diversos
fatores extrinsecos e intrinsecos ao tenddo®. Entre os fatores extrinsecos
temos a sindrome do impacto e as variacbes morfolégicas do arco
coracoacromial, como acrémios curvos, ganchosos e o0 o0s acromiale*. Os
fatores intrinsecos estdo relacionados a degeneracdo tendinea,
hipovascularizacéo tecidual e processos inflamatérios locais*®. Na patogénese
da rotura do manguito rotador ndo ha consenso sobre quais sdo 0s principais
fatores etioldgicos e parece haver uma interacéo entre eles*8.

A degeneracdo tendinea é mediada por metaloproteinases da matriz
(MMPSs), citocinas e radicais livres que agem na matriz extracelular, alterando
sua composicdo e suas propriedades biomecanicas*. As MMPs sdo enzimas
capazes de degradar as fibras colagenas e outros elementos da matriz
extracelular’. A metaloproteinase da matriz-1 (MMP-1) é uma protease que
degrada as fibras de colageno tipo I18. A metaloproteinase da matriz-3 (MMP-3)
esta envolvida na regulacdo da ativacdo das MMPs. Aléem desta atividade, a
MMP-3 é capaz de degradar as fibras colagenas tipos II, IV, V, IX, X,
proteoglicanos, fibronectina e elastina®. Na patogénese da tendinopatia e rotura
do manguito rotador encontramos uma diminuicdo da sintese e aumento da

degradacéao do colageno, associados ao aumento da atividade das MMP-1 e


https://paperpile.com/c/fZeCB7/7RnX0
https://paperpile.com/c/fZeCB7/SCLMf
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https://paperpile.com/c/fZeCB7/4dIfE
https://paperpile.com/c/fZeCB7/dDUFf
https://paperpile.com/c/fZeCB7/P0Vgi
https://paperpile.com/c/fZeCB7/9z3Ww

31013 A producéo e ativacdo das MMPs é induzida por citocinas, fatores de
crescimento e interacdes célula-célula e célula-matriz’.

Polimorfismos genéticos séo variagfes presentes na sequéncia do DNA
nas quais um ou mais alelos tém frequéncia génica maior que 1% na
populagdo. Cerca de 90% destas variacdes sédo polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs), onde ocorrem dele¢des ou substituicdes de um nucleotideo na
estrutura do DNA?®®, Alguns SNPs na regido promotora dos genes das MMPs
estdo correlacionados a um aumento da atividade e producdo destas
enzimast®l7,

Ha evidéncias que fatores genéticos estdo envolvidos na etiologia das
roturas do manguito rotador!®1°, Alguns SNPs estdo associados com a
tendinopatia ou rotura do manguito rotador?®23, As variacbes genéticas
correlacionadas a estas lesdes estdo localizadas nos genes associados a
apoptose ou morte celular, SASH1 e SAP30PB2, e que expressam a enzima
tenascina C (TNC)?3e o receptor B relacionado ao estrogénio (ERSBB)?1%2,

Polimorfismos de nucleotideo uUnico das MMP-1 e MMP-3 estédo
correlacionados com a tendinopatia do tendédo tibial posterior e do tend&o
calcaneo. Godoy-Santos et al.?* encontram uma associacdo entre o
polimorfismo genético da MMP-1 e a tendinopatia do tend&o tibial posterior.
Raleigh et al.?®, por sua vez, descrevem que variacdes dentro do gene da
MMP-3 estéo associados a tendinopatia do tendao calcaneo.

O conhecimento de marcadores genéticos relacionados a rotura do
manguito rotador pode possibilitar a identificagdo de individuos suscetiveis e
aumentar o entendimento da fisiopatogenia da degeneracdo tendinea, bem

como o futuro desenvolvimento de mecanismos de prevencao desta doenca.


https://paperpile.com/c/fZeCB7/gldFn+z895P+gLqb0+IMkDm
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1.1 Objetivos

O objetivo primario desse estudo foi avaliar a associacdo entre o
polimorfismo genético da MMP-1 e MMP-3 e a rotura de espessura completa
do manguito rotador.

Os obijetivos secundarios foram:

- Avaliar a correlagdo de haplotipos da MMP-1 e MMP-3 com a rotura
transfixante do manguito rotador;

- Comparar se individuos com rotura de espessura completa do
manguito rotador tém maior proporcdo de familiares consaguineos com a

mesma doenca, em relacdo aos individuos controles.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia darotura do manguito rotador

Petersson e Gentz?®, em 1983, observam, em 170 disseccbes, a
presenca de rotura parcial do supraespinal em 32 ombros (19%) e rotura de
espessura completa em 22 (13%).

Lehman et al.?’, em 1995, estudam a incidéncia da rotura transfixante do
manguito rotador em 235 cadaveres, totalizando 456 ombros examinados. Em
78 ombros (17%) sao encontradas roturas de espessura completa do manguito
rotador. A média da idade dos cadaveres com rotura transfixante do manguito
rotador € de 77,8 anos e de 64,7 anos no grupo com manguito rotador intacto.
A incidéncia de rotura de espessura total também cresceu com o aumento da
idade. Em cadaveres com menos de 60 anos de idade, a incidéncia de rotura
do manguito rotador foi de 6% em oposicdo a 30% naqueles com mais de 60
anos de idade.

Yamaguchi et al.?®, em 2006, avaliam 588 pacientes com dor no ombro
utilizando ultrassonografia bilateral. Observam, em 199 pacientes (33,8%),
rotura parcial ou transfixante do manguito rotador unilateralmente e em 177
(30,1%) rotura bilateral. A presenca da rotura é positivamente correlacionada
com a idade. Pacientes com manguito rotador integro, rotura unilateral e rotura
bilateral do manguito rotador tém meédia da idade de 49, 59 e 68 anos,

respectivamente.


https://paperpile.com/c/fZeCB7/FYpx
https://paperpile.com/c/fZeCB7/AcEM
https://paperpile.com/c/fZeCB7/RoEr

Yamamoto et al.2, em 2010, em um estudo transversal realizado em uma
cidade japonesa, observam que a prevaléncia da rotura completa do manguito
rotador numa amostra de 683 habitantes (1366 ombros) é de 20,7%. A
frequéncia da lesao apresenta tendéncia crescente com a idade, chegando a

50% nos habitantes acima de 80 anos.

2.2 Patogénese darotura do manguito rotador

Neviaser e Neviaser?®, em um artigo de revisdo de 1990, descrevem que
a rotura do manguito rotador é ocasionada por uma combinacdo de quatro
elementos: hipovasculariza¢éo tendinea, alteracdes degenerativas dos tenddes
relacionadas a idade, macro ou microtraumatismos e fatores anatébmicos ou
mecanicos. Estes elementos estdo inter-relacionados e contribuem para a
diminuicdo da resisténcia tendinea.

Maffulli et al.#, em 2011, afirmam que a patogénese da rotura do
manguito rotador € multifatorial. O atrito ou impacto das estruturas extrinsecas
ao tenddo em associacdo com alteracBes degenerativas intrinsecas sao

responsaveis pela rotura tendinea.

2.2.1 Fatores extrinsecos

Neer®, em 1972, observa que a area critica para rotura e tendinopatia
do supraespinal estd em intimo contato com a face anterior do acrémio,
ligamento coracoacromial e terco distal da clavicula durante o movimento de

elevagédo do ombro.
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Bigliani et al.3!, em 1986, estudam a associacdo entre a morfologia do
acrOmio e a rotura de espessura completa do manguito rotador. Utilizam 140
ombros de cadaveres. A incidéncia total de rotura transfixante é de 34%. Trés
tipos de acrbmios sédo identificados: tipo | ou plano, que foi encontrado em
17%; tipo 1l ou curvo, presente em 43% e tipo Il ou ganchoso, em 39%. O tipo
ganchoso esta presente em 70% dos ombros com rotura do manguito rotador,
enquanto apenas 3% dos acrémios planos tém uma rotura do manguito rotador
associada.

Fukuda et al.®?, em 1991, afirmam que as alteracdes histolégicas
presentes na rotura do manguito rotador séo decorrentes do atrito entre estes
tenddes e a face inferior do acromio.

Bigliani et al.3®, em um artigo de revisdo de 1991, concluem que
variacbes na arquitetura do arco coracoacromial sdo responsaveis pelo
desenvolvimento da rotura sintomética do manguito rotador.

Banas et al.>*, em 1995, encontram uma associacdo da rotura do
manguito rotador com acrémios mais inclinados inferiormente na sua porcao
lateral.

Miyazaki et al.3®, em 2010, avaliam a associacdo da forma do acrémio,
especificamente sua projecao lateral, com a rotura do manguito rotador. Os
autores mensuram o indice acromial, que consiste na razédo entre as distancias
da cavidade glenoidal a superficie lateral do acromio e da cavidade glenoidal a
superficie lateral do tubérculo maior do Umero. S&o avaliados 83 individuos
com rotura do manguito rotador e 28 controles. Os pacientes com rotura do

manguito rotador possuem indice acromial estatisticamente maior (p< 0,001), o
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gue confirma a associagcdo de uma maior projecao lateral do acromio com as

roturas do manguito rotador.

2.2 Fatores intrinsecos

Wilson e Duff3¢, em 1943, observam apés a disseccdo de 125 ombros,
gue a rotura do manguito rotador tem uma frequéncia crescente com a idade.
Exame histolégico é realizado em todos espécimes e 0s autores concluem que
alterac6es degenerativas como a desorganizacdo e a diminuicdo do numero de
fibras colagenas tém maior prevaléncia nos individuos idosos.

Rothman e Park®’, em 1965, estudam a anatomia vascular do manguito
rotador. Em 63% de 72 disseccbOes realizadas é observada uma area
hipovascular no tendao supraespinal préximo a sua insercédo, localizacdo mais
comum da rotura deste tendao.

Ratbun e Macnab®, em 1970, realizam um estudo anatdmico e
confirmam as observacdes de Rothman e Park®. Encontram uma zona
hipovascular na regido insercional do tenddo supraespinal. Relatam também
gue a porcao superior do tendéao infraespinal e a intra-articular da cabeca longa
do biceps sao irrigadas por poucos vasos sanguineos.

Osaki et al.®°, em 1988, avaliam 200 ombros de 100 cadaveres. O
manguito rotador € normal em 52% dos espécimes. Rotura parcial e completa
séo encontradas em 35% e 13% dos ombros, respectivamente. Os espécimes
sdo avaliados radiograficamente e histologicamente. Nos ombros com rotura
parcial na face articular do manguito rotador, nenhuma alteracéo histolégica no

acrobmio é identificada. Entretanto nos ombros com rotura completa ou parcial
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na face subacromial, alteracbes como hipertrofia do osso trabecular e
desarranjo das fibras colagenas sdo encontradas na superficie inferior do
acromio. Os autores afirmam que a rotura do manguito rotador provavelmente
€ decorrente a um processo degenerativo tendineo e as alteracbes
encontradas no acrdmio sdo secundarias a esta rotura.

Lohr e Uhthoff*9, em 1990, estudam a vascularizacdo do tend&o
supraespinal em 18 espécimes. Eles confirmam a presenca de uma zona
hipovascular no tendao supraespinal proxima a sua inser¢cdo no tubérculo
maior do Uumero. Apdés exame histolégico, observam que a irrigacdo € mais
deficiente na face articular, area que mais frequentemente esta acometida por
alteracbes degenerativas ou rotura tendinea.

Sano et al.*1, em 1999, dissecam 76 ombros e avaliam histologicamente
0 manguito rotador. Observam rotura parcial em 22%. Alteracdes
degenerativas dos tendbes como diminuicdo da espessura ou rotura
incompleta das fibras coldgenas e presenca de tecido de granulacdo sao mais
frequentes nos ombros com rotura parcial. Estas alteracdes sdo mais
pronunciadas na face articular dos tenddes, o que favorece a hipotese que as
alteracdes tendineas intrinsecas sao as principais causas da rotura de
espessura completa do manguito rotador.

Hashimoto et al.#?, em 2003, avaliam fragmentos da borda de roturas do
manguito rotador de 80 pacientes submetidos ao tratamento cirdrgico.
Encontram uma alta prevaléncia de alteracdes degenerativas nos espécimes
coletados, incluindo diminuicdo da espessura e desorientacdo das fibras
colagenas, degeneracdo mixoide e hialina, metaplasia condroide, calcificacoes

e infiltracdo gordurosa. Estas altera¢cdes sdo mais pronunciadas nas camadas
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média e profunda dos tendBes. Os autores concluem que as alteragbes
degenerativas nas camadas média e profunda dos tenddes em associagdo com
microtraumatismos de repeticdo parecem ser as principais causas da rotura do
manguito rotador.

lkemoto et al.*3, em 2007, estudam a microcirculacdo da borda do
tendao supraespinal na rotura do manguito rotador. Amostras de 31 pacientes
com rotura de espessura completa sdo colhidas durante o tratamento cirdrgico
e enviadas para estudo anatomopatolégico, onde é realizada a contagem das
fendas vasculares por mm? Amostras de tendGes normais de cadaveres
frescos sdo utilizadas como grupo controle. Diferentemente dos achados de
Lohr e Uhthoff4°, os autores encontram uma area hipervascular nas bordas das
roturas do manguito rotador. Entretanto, os autores descrevem que alteracdes
degenerativas do tenddao como o afilamento e a irregularidade das fibras de
colageno, degeneracdo mixoide e hialina, entre outras, estdo presentes na
borda da rotura e justificam o desbridamento artroscopico dessa area, que

possivelmente viabiliza a cicatrizacdo do tenddo apdés o tratamento cirargico.

2.2.3 Histopatologia da rotura do manguito rotador

Riley et al.#4, em 1994, estudam a composicdo de agua e colageno dos
tendbes do manguito rotador. Os tenddes sao constituidos principalmente por
agua, representando 75% a 85% da sua massa total. Tenddes doentes tém um
aumento significativo na quantidade de agua. Outros elementos dos tenddes
sdo as fibras colagenas, células e a matriz extracelular. O colageno tipo |

corresponde a 95% do colageno presente nos tenddes normais, 0 restante
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sendo constituido pelos tipos lll, IV e V. Na tendinopatia do supraespinal, 0s
autores encontram um aumento significativo na proporcéo de colageno do tipo
lll, que € menos organizado e possui menor resisténcia a forca de tracao.

Kumagai et al.*®>, em 1994, avaliam, através de imuno-histoguimica, a
composicédo das fibras coldgenas na insercdo tendinea do manguito rotador em
cadaveres. Observaram que os idosos possuem maior percentagem de fibras
de colageno tipo Ill e menor quantidade de colageno tipo | em relacdo a
controles mais jovens. Estas alteracdes na distribuicdo das fibras colagenas
também foram acompanhadas de outras alteracbes degenerativas como
proliferacao fibrovascular, calcificagdes e microrroturas.

Kirkendall e Garrett*s, em 1997, afirmam que as fibras colagenas
correspondem a 85% da massa seca dos tenddes e que os tendcitos sdo
responsaveis pela producdo das fibras coldgenas, bem como de outros
elementos da matriz extracelular como elastina, proteoglicanos,
glicosaminoglicanos e glicoproteinas.

Longo et al.3, em 2011, em um artigo de revisdo, descrevem que a

matriz extracelular promove suporte para as fibras colagenas e regula a

D~

transformacdo de pré-colageno nas formas maduras de colageno. Ela
constituida por proteoglicanos, glicosaminoglicanos, glicoproteinas e outras
pequenas moléculas. Tenddes normais estdo submetidos a uma remodelacéo
tecidual continua (degradacao e reparo) mediada pelas MMPs.

De Giorgi et al.5, em 2014, em uma revisdo, afirmam que as alteracdes
histopatoldgicas encontradas nos tenddes de pacientes com rotura do
manguito rotador sdo: diminuicdo da espessura e desorganizacao das fibras de

colageno, presenca de tecido de granulagcdo, aumento dos niveis de
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glicosaminoglicanos, metaplasia fibrocartilaginosa e infiltragcdo gordurosa. E
estes achados histolégicos estdo associados a um aumento da producdo das
MMPs e uma diminuicdo dos inibidores teciduais das metaloproteinases

(TIMPS).

2.3 Metaloproteinases da matriz (MMPs)

Gross e Lapierre*’, em 1962, relatam a presenca de uma enzima capaz
de digerir as fibras coladgenas da cauda de um anfibio.

Bauer et al.*®, em 1970, descrevem a presenca de uma colagenase na
pele humana, capaz de degradar as fibras colagenas sob condic¢@es fisiologicas
de pH, osmolaridade e temperatura.

Goldberg et al.*%, em 1986, identificam a estrutura molecular da enzima
descrita por Bauer et al.*® Esta proteina é obtida de fibroblastos adultos da
pele humana e € nomeada como MMP-1.

Nagase e Woessner Jr.%° , em 1999, afirmam que as MMPs sdo um
grupo de enzimas capazes de digerir os elementos da matriz extracelular. S&o
essenciais no desenvolvimento embrionario, reproducdo, cicatrizacdo de
feridas, reabsor¢cdo e remodelamento tecidual. A producdo das MMPs é
regulada por citocinas, fatores de crescimento e hormonios.

Brew et al.>, em 2000, relatam que as MMPs tém sua forte acéo
proteolitica bloqueada pelas TIMPs, que constituem uma familia de 4 proteinas:
TIMP1, TIMP2, TIMP3 e TIMP4.

Amalinei et al.>?, em 2007, em uma revisdo ndo sistematica, descrevem

a existéncia de 26 MMPs que apresentam similaridade estrutural e funcional.
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Para ser classificada como uma metaloproteinase, a proteina deve ter, pelo
menos, um dominio catalitico ligado a um sitio de zinco. As MMPs sao
secretadas sob uma forma inativada e varias enzimas, como a tripsina,
plasmina, catepsina B e elastase participam da transformacéo para seu estado
ativo. Dos genes das MMPs humanas, dez estdo no cromossomo 11, entre

elas, as MMP-1 e 3.

2.3.1 Metaloproteinase da matriz-1 (MMP-1)

Birkedal-Hausen et al.>3, em 1993, afirmam que a MMP-1, também
chamada de colagenase-1, apresenta uma importante funcdo na digestdo do
colageno tipo I, o maior componente da matriz extracelular. Esta enzima
também é capaz de degradar outros tipos de colageno, como os tipos Il e Ill. E
produzida pelos fibroblastos, osteoblastos e osteoclastos.

Dalton et al.>*, em 1995, avaliam a producdo da MMP-1 em amostras de
tendbes do manguito rotador coletadas durante o tratamento cirargico de 18
pacientes. A MMP-1 e fibras colagenas digeridas sdo encontradas em todas
amostras, o que demonstra a presenca e atividade da MMP-1 na degradacgéo
tecidual dos tendfes do manguito rotador.

Brinckehoff e Matrisian®, em 2002, relatam que em condicdes
fisiologicas habituais, o nivel de produgdo da MMP-1 é baixo. Entretanto, sua
expressdo pode aumentar substancialmente em situacdes que alteram a
homeostase tecidual, como na cicatrizacdo de feridas e na reparagdo ou

remodelagao tecidual que ocorre em diversas doengas.
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Pardo e Selman® em 2005, afirmam que a colagenase-1 tem sua
producéo regulada por fatores de crescimento, horménios e citocinas e sua
atividade proteolitica é controlada através de ativadores e inibidores como as

alfa-macroglobulinas e os TIMPs.

2.3.2 Metaloproteinase da matriz-3 (MMP-3)

Birkedal-Hausen et al.’%, em 1993, relatam que a MMP-3, também
chamada de estromelisina-1, € produzida por fibroblastos, condrécitos e células
do tecido sinovial. Esta enzima é capaz de digerir o colageno tipo Il, IV, V, IX e
a elastina, presentes na matriz extracelular.

Munhoz et al.', em 2010, afirmam que a MMP-3 participa da ativacdo
de outras MMPs como as MMP-1, MMP-2 e MMP-9, além de degradar
importantes componentes da matriz extracelular. Sua transcricdo é regulada
por horménios, citocinas e fatores de crescimento. Sua expressdo também
pode ser induzida por alteracdes nas condi¢cdes teciduais, como sobrecarga

mecanica e inflamacéao.

2.3.3 Metaloproteinases da matriz e a rotura do manguito rotador

Gotoh et al.'!, em 1997, estudam a presenca da MMP-1 em amostras do
0sso subcondral na regidao insercional do tendao supraespinal utilizando imuno-
histoquimica. Os autores comparam os resultados obtidos em 16 pacientes
submetidos ao reparo do manguito rotador com 6 cadaveres com tenddes

integros. Forte imunorreatividade ¢é detectada em todos pacientes,
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7

demonstrando grande producdo da MMP-1. Nos controles é encontrada
pequena atividade da MMP-1.

Osawa et al.l°, em 2004, comparam quantitativamente os niveis de
MMPs, citocinas e TIMPs no liquido sinovial, pelo método de ensaio
imunoenzimético, entre pacientes com roturas completas do manguito rotador e
controles com tendBes integros. Os autores encontram niveis
significativamente maiores das MMP-1 e MMP-3 nos pacientes com rotura do
manguito rotador.

Voloshin et al.1?2, 2005, estudam a producéo de citocinas, MMPs e ciclo-
oxigenases na bolsa subacromial em pacientes com rotura do manguito
rotador. Os autores observam uma concentracéo significativamente maior das
MMP-1, MMP-9 e citocinas nos pacientes com rotura do manguito rotador em
relacéo aos pacientes controles.

Lakemeier et al.%, em 2011, avaliam fragmentos de tenddes coletados
durante o procedimento cirargico de 36 pacientes com rotura do manguito
rotador e encontram uma concentracao significativamente maior das MMP-1 e
MMP-9 em relacdo a 6 pacientes controles com manguito rotador integro.

Gotoh et al.’’, em 2012, observam que pacientes com rerrotura do
manguito rotador apresentam niveis de MMP-3 significativamente superiores
aos pacientes com reparos integros. As amostras dos tenddes lesionados séo
coletadas durante o procedimento cirlrgico e os niveis de acido ribonucleico
(RNA) mensageiro da MMP-3 sdo medidos pela técnica de PCR. Os autores
sugerem que esta MMP pode estar implicada na falha de cicatrizacdo dos

reparos tendineos.
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Robertson et al.’8, em 2012, estudam 30 pacientes submetidos ao
reparo de roturas do manguito rotador e observam que em 23% destes houve
falha da cicatrizacdo tendinea. As avaliagcbes da integridade tendinea séo
realizadas por ultrassonografia com 6 e 12 meses apés o tratamento cirdrgico.
Durante o tratamento cirtrgico, amostras do tenddo supraespinal sado obtidas e
por intermédio da técnica de PCR quantitativo sdo medidos os niveis da
produgdo das MMP-1 e MMP-9. Os pacientes com rerrotura do manguito
rotador apresentam maior expressdo das MMP-1 e MMP-9 (p = 0,006 e 0,02,
respectivamente) em relacdo aos pacientes com manguito rotador cicatrizado.

Abrams et al.>®, em 2016, avaliam pacientes com rotura do manguito
rotador e individuos com manguito rotador integro, confirmados por
ressonancia magnética e artroscopia. No estudo sdo realizadas biopsias do
tecido sinovial no intervalo dos rotadores de todos pacientes. Niveis de RNA
mensageiro da MMP-3 e interleucina-6 foram maiores nos pacientes com rotura
do manguito rotador, demonstrando maior expressao génica destas proteinas.

Chaudhury et al.®°, em 2016, analisam a expresséo génica de amostras
obtidas dos tenddes do manguito rotador de 28 pacientes submetidos ao
reparo das lesdes destes tenddes e comparam os resultados com 12 controles
assintomaticos. Os autores observam que tenddes do manguito rotador rotos
tém maior expressao génica das MMPs 3, 10, 12, 13, 15, 21, e 25 em relacéo
aos controles.

Leal et al.%', em 2017, estudam amostras de tenddes de 40 pacientes
submetidos ao tratamento artroscopico de roturas do manguito rotador e de 11
controles com fraturas da extremidade proximal do Umero tratadas

cirurgicamente e com 0 manguito rotador integro. Os autores avaliam a
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expressdo génica de diferentes metaloproteinases e o estado de metilagéo
proximo aos sitios de transcricdo dos genes responsaveis pela producdo
destas enzimas. A metilacdo consiste na adicdo de grupamentos metila a base
citocina (C), que ocasiona uma diminuicdo da transcricdo dos genes. Os
autores concluem que alteracdes na expressao génica das metaloproteinases e
na metilagdo desses genes ocorrem nas amostras dos tenddes rotos do
manguito rotador e podem desempenhar um papel no desenvolvimento destas

lesdes.

2.4  Polimorfismo genético

Sherry et al.'4, em 1999, descrevem que os polimorfismos genéticos sdo
variacdes que ocorrem naturalmente na estrutura primaria da molécula do DNA
e estdo presentes aproximadamente a cada 500 a 1000 pares de bases (pb).

Brookes'®, em 1999, durante artigo de revisdo, afirma que 90% dos
polimorfismos encontrados no DNA sdo SNPs, onde ocorrem delecdes ou
substituicdes de um Unico nucleotideo. Alelos sdo as formas alternativas destas
variacOes e tém uma frequéncia maior que 1% na populacdo humana.

Ye®?, em 2000, relata que embora os polimorfismos genéticos, em sua
maioria, sejam funcionalmente neutros, uma parte deles exerce alguma
atividade na regulacdo da expressdo génica ou na funcdo das proteinas
codificadas. O que faz um individuo mais ou menos suscetivel a uma
determinada doenca.

Stoneking®, em 2001, afirma que o genoma humano é formado por 3,2

bilhdes de nucleotideos e um SNP é encontrado, na estrutura da molécula do
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DNA, a cada 1000 a 2000 nucleotideos. Portanto, o nimero de SNPs

presentes no genoma humano € igual a 1,6 a 3,2 milhdes.

2.4.1 Polimorfismo genético e as metaloproteinases da matriz

2.4.1.1 Polimorfismo genético e a metaloproteinase da matriz-1

Rutter et al.l’, em 1998, descrevem um polimorfismo genético na
posicdo -1607 da regido promotora do gene da MMP-1 (rs1799750), localizado
no braco longo do cromossomo 11 (11g22.3). A presenca de uma ou duas
guaninas resulta em dois alelos, chamados 1G e 2G. O alelo 2G esta
associado a um aumento da atividade de transcricdo deste gene. Os autores
afirmam que os pacientes com alelo 2G tém maior degradacdo da matriz
extracelular.

Song et al.%4, em 2008, descrevem a correlagdo do polimorfismo -1607
da MMP-1 com transtornos do disco intervertebral na populacédo chinesa. Séo
0S primeiros autores a relatar uma associacdo entre variagcdes genéticas na
regido promotora do gene da MMP-1 com doencas ortopédicas.

Godoy-Santos et al.%5, em 2009, realizam um estudo caso-controle e
observam que individuos com sinais radiograficos de soltura asséptica da
artroplastia total do quadril ttm maior chance de ter o alelo 2G (83%) em
relacdo aos individuos com artroplastia sem sinais de soltura (21%). A maior
produgcéo da MMP-1 explica a maior degradagédo da matriz extracelular 0ssea,
0 que torna menos provavel a osteointegracdo da protese nos pacientes com

alelo 2G.
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Godoy-Santos et al.?*, em 2013, estudam a associacdo do polimorfismo
-1607 (rs1799750) da MMP-1 com a tendinopatia do tendao tibial posterior.
Pacientes sem sinais de doenca no tendéo tibial posterior ttm uma prevaléncia
de 75% do alelo 1G e 62% do gendtipo 1G/1G, enquanto os pacientes com
tendinopatia mostram uma prevaléncia de 78% do alelo 2G e 72% do genotipo
2G/2G (p< 0,001). O polimorfismo -1607 da MMP-1 esta associado com a
tendinopatia do tendé&o tibial posterior.

Baroneza et al.®¢, em 2014, relatam que outro polimorfismo do gene da
MMP-1 localizado na posi¢do -519 esta associado a tendinopatia do tendéo
tibial posterior (p = 0,01). Este polimorfismo se caracteriza pela substituicdo de
uma base nucléica adenina por uma guanina. Individuos com alelo G tém

menor chance de ter a doenca (RC 0,48; IC 95% 0,29 a 0,78).

2.4.1.2 Polimorfismo genético e a metaloproteinase da matriz-3

Ye et al.%”, em 1995, sdo os primeiros autores a relatar um polimorfismo
na posicéo -1612 do gene da MMP-3 (rs3025058), localizado no cromossomo
11 (11922.3). O sitio inicial de transcricdo do gene na regido promotora pode
apresentar uma sequéncia de cinco ou seis adeninas, resultando nos alelos 5A
e 6A.

Ye et al.%8, em 1996, realizam um estudo experimental utilizando culturas
de células de fibroblastos e células musculares lisas vasculares e observam
gque o alelo 5A do polimorfismo na posicdo -1612 da MMP-3 tem maior
atividade transcricional. Portanto, células com o alelo 5A possuem maior

producdo da MMP-3.
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Lu et al.%%, em 2007, descrevem que o polimorfismo -1612 da MMP-3
tém um desequilibrio de ligagdo com o polimorfismo -1607 da MMP-1,
indicando uma alta porcentagem de associagdo nao aleatéria de determinados
alelos dos dois SNPs.

Raleigh et al.?5, em 2009, avaliam 114 pacientes com tendinopatia ou
rotura do tenddo do calcaneo e 98 controles assintométicos. Sdo estudados 3
polimorfismos genéticos localizados no gene da MMP-3 (rs679620, rs591058 e
rs650108). Os gendtipos GG do polimorfismo rs679620 (p = 0,010), CC do
rs591058 (p = 0,023) e o AA do rs650108 (p = 0,043) estdo significativamente
associados com a tendinopatia do tenddo calcaneo. Embora nédo tenham
estudado diretamente o polimorfismo -1612 da MMP-3, os autores afirmam que
este polimorfismo pode estar em alto desequilibrio de ligacdo com o
polimorfismo rs679620.

Rahin et al.”?, em 2016, descrevem em uma revisdo nado sistematica que
o polimorfismo -1612 da MMP-3 esta associado a rotura do ligamento cruzado

anterior’! e aos transtornos do disco intervertebral273,

2.5 Genética e arotura do manguito rotador

2.5.1 Estudos epidemiolbdgicos

Harvie et al.l®, em 2004, avaliam 129 irmdos de pacientes com
diagndstico de rotura completa do manguito rotador e utilizam os conjuges dos
pacientes como grupo controle. Sao realizados exames clinico e de

ultrassonografia para avaliacdo da integridade tendinea. Os irmaos dos
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pacientes tém um risco relativo (RR) de 2,42 (IC 95% 1,77 a 3,31; p< 0,001) de
apresentarem uma rotura completa do manguito rotador e quase cinco vezes
mais risco (IC 95% 2,42 a 8,63; p< 0,001) de terem sintomas em relacdo ao
grupo controle. Este achado, segundo os autores, infere que fatores genéticos
tém papel no desenvolvimento das roturas do manguito rotador.

Tashjian et al.'®, em 2009, avaliam a predisposicdo genética para rotura
do manguito rotador usando o banco de dados populacional de Utah nos
Estados Unidos da América (EUA). Os autores observam que familiares de
segundo (RR 3,66; IC 95% 1,47 a 9,11; p = 0,008) e terceiro grau (RR 1,81; IC
95% 1,05 a 3,11; p = 0,048) dos pacientes com rotura do manguito rotador tém
maior possibilidade de desenvolver a mesma lesdo. Concluem que uma melhor
compreensao dos riscos familiares pode levar a identificacdo de genes que
predispdem os individuos a esta doenca.

Gwilym et al.”4, em 2009, reavaliam, apés 5 anos, a mesma casuistica
do artigo de Harvie et al.'® e observam que os irmdos dos pacientes
submetidos ao reparo do manguito rotador tém maior risco para aumento do
tamanho da leséo tendinea (RR 2,08; IC 95% 1,58 a 2,7; p = 0,007) em relacao
ao grupo controle. Inferem que fatores genéticos ndo estdo apenas
relacionados ao desenvolvimento, mas também tém participagdo na
progresséao destas lesdes.

Tashjian et al.”>, em 2014, estudam 92 pacientes com rotura completa
do manguito rotador e 92 individuos controles com o manguito rotador integro.
Os autores demonstram que pacientes com rotura do manguito rotador tém
maior chance de terem familiares com historia de diagndstico e/ou tratamento

para a mesma doenca (32,3%) em relacdo aos individuos controles (18,3%). A
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presenca de tendinopatias ou cirurgias tendineas em outras articulacbes é
também mais frequente nos individuos com rotura do manguito rotador (38,7%)
em relacdo aqueles com manguito rotador integro (19,3%). Concluem que
fatores genéticos e familiares estéo relacionados ao desenvolvimento da rotura

do manguito rotador e das tendinopatias em outras articulacdes.

2.5.2 Polimorfismo genético e a rotura do manguito rotador

September et al.”®, em 2007, afirmam em uma revisdo ndo sistematica
gue diversos genes podem estar envolvidos no desenvolvimento das roturas do
manguito rotador, tendo cada um deles uma pequena contribuicdo. Interacdes
complexas ocorrem entre as proteinas, codificadas pelos multiplos genes, e o
ambiente no desenvolvimento destas lesdes.

Motta et al.??, em 2014, sdo os primeiros autores a correlacionar o
polimorfismo genético com as roturas do manguito rotador. A casuistica do
artigo € composta por 410 pacientes, 203 casos com diagnéstico de sindrome
do manguito rotador (tendinopatia, rotura parcial ou completa) e 207 controles
assintomaticos. Sao avaliados 23 SNPs em 6 genes envolvidos no processo de
degeneracédo e reparacado tecidual: defensina beta 1 (DEFB1), "Differentially
expressed in normal and neoplastic cells D2" (DENND2C), receptor (3
relacionado ao estrogénio (ESRBB), fator de crescimento fibroblasto-3 (FGF3),
fator de crescimento fibroblasto-10 (FGF10) e receptor do fator de crescimento
fibroblasto-1 (FGFR1). Os autores apds regressao logistica multivariada

encontram uma associacdo de 2 SNPs com a rotura do manguito rotador, um
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localizado proximo ao gene do ESRBB (RC 0,22; IC 95% 0,08 a 0,61; p =
0,004) e outro no gene do FGF3 (RC 0,33; IC 95% 0,12 a 0,91; p = 0,03).

Teerlink et al.?!, em 2015, pesquisam 69 SNPs nos mesmos 6 genes
avaliados previamente por Motta et al.?> e observam que apenas um SNP
localizado proximo ao gene da ESRBB esta relacionado a rotura do manguito
rotador (RC 1,41; IC 1,11 a 1,79; p< 0,001). Apesar da associacdo evidente,
0s autores afirmam que o papel deste receptor nuclear na fisiopatologia do
manguito rotador é incerto. Uma explicacdo possivel é que o ESRBB pode
ativar a transcricao do fator indutor de hipdxia (HIF) que modula a apoptose em
ambientes hipoxicos. A insercdo do manguito rotador tem um ambiente
relativamente hipoxico e a desregulacdo da resposta ESRRB / HIF pode
resultar em apoptose, aumentando a predisposicéo para o desenvolvimento da
tendinopatia e rotura do manguito rotador.

Tashjian et al.?°, em 2016, estudam a correlacdo de 257.588 SNPs
presentes em todo genoma com as roturas do manguito rotador. Sado avaliados
311 pacientes e 2641 controles. Dois SNPs localizados em genes
relacionados a apoptose ou morte celular, SASH1 (RC = 0,4; IC 95% = 0,3 a
0,5) e SAP30PB (RC 2,4; IC 95% 1,7 a 3,4), estdo associados a rotura do
manguito rotador.

Kluger et al.?3, em 2016, estudam a associacdo de 79 SNPs dos genes
da TNC, Colageno tipo V alfal, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 e MMP-13
com as roturas do manguito rotador. Os autores relatam que 6 SNPs
localizados no gene da TNC estdo significativamente associados a estas

lesdes.
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Tashjian et al.””, em 2016, avaliam a integridade do reparo tendineo em
72 pacientes submetidos ao tratamento cirdrgico de roturas posterossuperiores
do manguito rotador. Os pacientes sao avaliados por exame de ressonancia
magnética com intervalo minimo de 1 ano entre o exame e a cirurgia. Em 42%
dos pacientes é encontrada rerrotura do manguito rotador. Historia familiar de
rotura do manguito rotador (p = 0,036) e um SNP localizado no gene da
ESRBB (p = 0,006) estdo associadas a rerrotura do manguito rotador.
Concluem que as variagbes de determinados genes ndo tém apenas
participacdo no desenvolvimento das roturas do manguito rotador, elas também
podem influenciar a cicatrizacéo dos reparos tendineos.

Kluger et al.”8, em 2017, avaliam 302 pacientes submetidos ao reparo do
manguito rotador e 1 ano apds o tratamento cirdrgico realizam ultrassonografia
para confirmar a integridade tendinea. Os autores pesquisam 15 SNPs no gene
da TNC e verificam se h& associacdo entre estes SNPs e a falha da
cicatrizagéo do reparo do manguito rotador. Eles encontram uma correlagéao de
8 SNPs da TNC com a presenca de reroturas do manguito rotador. Este dado
colabora para hipétese que o gene da TNC tem funcdo no desenvolvimento

das roturas do manguito rotador, bem como na cicatrizacdo dos reparos

realizados.
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3 METODOS

3.1 Desenho do estudo, participantes e elegibilidade

Realizamos um estudo caso-controle em uma proporgéo 1:1. Avaliamos
pacientes com idade inferior a 65 anos submetidos ao reparo de rotura
completa do manguito rotador no Instituto de Ortopedia e Traumatologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
(IOT-HCFMUSP). O grupo controle foi constituido por pacientes atendidos no
mesmo hospital por afecces trauméaticas ndo envolvendo a cintura escapular,
sem queixa de dor nos ombros e, ao exame fisico, sem a presenca de sinais de
rotura do manguito rotador (Anexo A). Todos os pacientes e controles foram
submetidos a exame de imagem (ressonancia magnética ou ultrassonografia)
para confirmar a rotura ou a integridade do manguito rotador. Os pacientes e 0s
controles foram pareados por idade com diferenca maxima de * 2 anos.

Os critérios de nao inclusdo foram: doencas reumatoldgicas, diabetes,
cirurgias prévias no ombro e processos infecciosos prévios ou atuais nesta
articulagdo. Também nao foram incluidos os pacientes com rotura do manguito
rotador traumatica, bem como aqueles com rotura parcial.

As avaliagbes foram realizadas entre junho de 2014 e dezembro de

2015.
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3.2 Aprovacdo na comisséo de ética e termo de consentimento

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa, do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo em 11 de abril de 2014, como protocolo de
pesquisa 11186 (Anexo B).

A todos os pacientes selecionados foi explicado do que se tratava a
pesquisa e foi oferecida a opcao de participacdo ou ndo. Todos o0s participantes
OU seus responsaveis legais assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. O termo assegurava ao paciente a prerrogativa de participar ou
nao da pesquisa, sem qualquer prejuizo ao seu tratamento (Anexo C).

Esse estudo foi realizado mediante parceria do Departamento de
Biologia Celular da Universidade Federal do Parand e o Departamento de
Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo

Paulo (Anexo D).

3.3 Custo

O estudo nédo contou com auxilio financeiro de nenhum orgao de
fomento a pesquisa. O tratamento dos pacientes foi custeado com verba
propria do hospital, proveniente do SUS. O material necessario para obtengéo
do DNA e determinacdo dos genotipos da populacdo estudada foi pago com
verba regular do Departamento de Biologia Celular da Universidade Federal do

Parana. Os pesquisadores nao apresentam conflito de interesses.



26

3.4 Variaveis avaliadas

Apoés a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, por
meio de entrevista com questionario padronizado (Anexo E) foram coletados os
seguintes dados dos pacientes:

- idade;

- Sexo;

- raca conforme a orientacdo do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica;

- tratamento atual ou prévio de tendinopatias e lesdes tendineas
em outras articulacoes;

- presenca de familiares consanguineos com tratamento prévio
para rotura do manguito rotador;

- tabagismo atual;

- presenca de hipertensédo arterial sistémica;

- presenca de hipotiroidismo;

- realizacao de esportes com uso dos membros superiores;

- atividade profissional com esfor¢os repetitivos em abducé&o dos

ombros (tempo maior ou igual a 2 horas por dia)”.

1 Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Indicadores sociais minimos. Conceitos.
[Internet] Disponivel em: https://ww2.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/condicaodevida/
indicadoresminimos/conceitos.shtm
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3.5 Avaliagédo por imagem

3.5.1 Ressonancia magnética

Os pacientes e o0s controles realizaram exame de ressonancia
magnética no aparelho GE HDxt® de 1,5 Tesla (GE Healthcare®, Waukesha,
Wisconsin, EUA) e as imagens foram avaliadas por um radiologista do
Departamento de Radiologia do IOT-HCFMUSP. Foram incluidos como casos
apenas 0s pacientes com roturas completas do manguito rotador e como
controles apenas aqueles com todos tendées do manguito rotador integros, ou
seja, sem qualquer sinal de rotura de espessura parcial ou completa do

manguito rotador.

3.5.2 Ultrassonografia

Alternativamente a realizacdo do exame de ressonancia magnética,
pacientes do grupo controle realizaram exame de ultrassonografia para
avaliacao da integridade do manguito rotador. Os exames foram realizados no
Departamento de Radiologia do IOT-HCFMUSP. Foi utilizado o aparelho Logiq
E9 (GE Healthcare®, Waukesha, Wisconsin, EUA), com transdutor linear ML6-

15 (GE Healthcare®, Waukesha, Wisconsin, EUA).
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3.6 Obtencao do &cido desoxirribonucleico (DNA)

O DNA dos pacientes foi obtido a partir de células epiteliais da camada
mucosa da cavidade oral, por meio de um bochecho com 3 ml de solucdo
autoclavada de glicose a 3%, concentracdo isomolar com a saliva, durante 2
minutos. Na amostra obtida dos individuos foi adicionado 3 ml de solugcdo TNE
[17 mM de Tris/HCI (pH 8.0), 50 mM de NaCl e 7 mM de EDTA] diluida em 66%
de etanol®®. Posteriormente, as amostras foram congeladas a -20 °C até o

momento de extracdo do DNA.

3.7 Extracdo do &cido desoxirribonucleico

A extracdo do DNA foi realizada na Universidade Federal do Parana
conforme protocolo de Aidar e Line®. As amostras foram incubadas por 16
horas com 20 ng/ml de proteinase K (Sigma Chemical Company, Saint Louis,
Missouri, EUA) a 56 °C. Posteriormente, foram adicionados 500 pul de solucdo
de 10 mM de acetato de aménio com 1mM de EDTA e vortexado por 5
segundos. Apo6s centrifugacdo a 17000 g por 10 minutos, o sobrenadante foi
coletado e foram adicionados 540 ul de isopropanol para cada 900 ul da
solugcéo contendo DNA. ApoOs nova centrifugacdo a 17000 g por 5 minutos, o
sobrenadante foi submetido a lavagem com etanol a 70% e seco por 15
minutos a 37 °C. O DNA foi obtido com a realizacdo de suspensédo em 100 pl
de tampédo TE [Tris-Cl a 10 mM (pH 7,8), EDTA a 1 mM] a temperatura
ambiente por trés horas. A concentracdo do DNA genbmico de cada amostra

foi mensurada com o auxilio de um quantificador de DNA Nanodrop®
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(ThermoFisher Scientific Incorporation, Waltham, Massachusetts, EUA) e sua

pureza estimada pela razdo de densidade Optica 260/280.

3.8 Técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

A técnica de PCR foi utilizada para amplificacdo dos fragmentos das
regioes reguladoras dos genes da MMP-1 e MMP-3. Os SNPs estudados foram
MMP-1 -1607 (rs1799750) e MMP-3 -1612 (rs3025058). A reacéo foi realizada
em termociclador Mastercycler Gradient® (Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha)
e obteve um volume final de 15 pl. Cada 1 pl da solucéo final apresentava
aproximadamente 100 ng de DNA, 8 pul de Go Taq® Green Master Mix
(Promega Corporation, Madison, Wisconsin, EUA), 200 nmol de
oligonucleotideos iniciadores ("primers") especificos para cada fragmento
(Invitrogen®, Carlsbad, Califérnia, EUA) e quantidade suficiente de agua
ultrapura. A mistura com os reagentes foi submetida a desnaturacao inicial por
3 minutos, seguida de 35 ciclos com desnaturacdo a 95 °C, anelamento a
temperatura adequada para cada fragmento e extensao a 72 °C, 1 minuto em
cada temperatura. Os oligonucleotideos iniciadores, a temperatura e o tempo

de anelamento (amplificacéo) estdo descritos na Tabela 1.

3.9 Determinacdo do gendtipo

Os fragmentos amplificados foram submetidos a digestdo por enzimas

de restricdo para gerar fragmentos menores pela técnica de Polimorfismo no



30

Comprimento de Fragmentos de Restricdo. A digestdo foi realizada com o

volume final de 15 pl, por 16 horas a 37 °C.

O polimorfismo do gene da MMP-1 -1607 (rs1799750) é caracterizado
pela insercdo de uma base guanina (G), criando dois alelos diferentes (1G ou
2G). A enzima de restricdo Xmnl reconhece o alelo 1G, digerindo o fragmento
de DNA de 118 pares de bases em duas partes: 89 e 29 pares de bases. O
alelo 2G nao é digerido por esta enzima de restricdo, permanecendo como uma
banda de DNA de 118 pares de bases. O polimorfismo da MMP-3 -1612
(rs3025058) se caracteriza por apresentar uma variagdo na sequéncia de
adeninas, resultando nos alelos 5A ou 6A. A enzima de restricdo Tth1l11l
reconhece o alelo 5A, digerindo o fragmento de DNA de 129 pares de bases
em duas partes de 97 e 32 pares de bases. O alelo 6A nao é digerido por esta

enzima de restricao.

Tabela 1 - Informac8es sobre as condicbes da técnica de Reacdo em Cadeia
de Polimerase

SNP Oligonucleotideos iniciadores Tempo de Temperatura de
anelamento anelamento

F: TCGTGAGAATGTCTTCCCATT

MMP-1 (rs1799750) g TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTGAAATC

30 segundos 55 °C

F: GGTTCTCCATTCCTTTGATGGGGGGAAAGA

H O
R: CTTCCTGGAATTCACATCACTGCCACCACT 1 minuto 53°%C

MMP-3 (rs3025058)

OC: graus Celsius; F: oligonucleotideo iniciador direto; MMP-1: metaloproteinase da matriz-1;
MMP-3: metaloproteinase da matriz-3; R: oligonucleotideo iniciador reverso; SNP: polimorfismo
de nucleotideo Unico.
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3.10 Eletroforose dos fragmentos de acido desoxirribonucleico

As sequéncias amplificadas (PCR) e digeridas (RFLP) foram analisadas
por eletroforese em gel horizontal de agarose 5% e tamp&do TBE (89 mM de
Tris-Borato, 89 mM de acido bdérico e 2 mM de EDTA), colocadas no interior de
uma cuba de 10 X 10 cm (Uniscience Corporation, Miami, Flérida, EUA) e
submetidas a uma corrente elétrica de 100 V; 120 mA e 60 W durante
aproximadamente 30 minutos para confirmacédo da amplificacdo (PCR) e de 50
minutos para a corrida dos produtos da digestdo (RFLP). Foram utilizados
respectivamente o volume total de 5 ul da reacdo de PCR e 8 pul da reacéo de
RFLP com 1,5 ul do reagente GelRed® (Biotium Incorporation, Fremont,
Califérnia, EUA). A visualizacdo foi feita em transluminador e a imagem foi
capturada utilizando o programa DigiDoc GED® (DigiDoc Solucdes, Uberlandia,

Minas Gerais, Brasil).

Na eletroforese, o alelo 2G da MMP-1 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 combinacdo de ambos os
alelos (118 e 89 pares de bases). Durante a eletroforese, a banda com 29
pares de bases do alelo 1G saia do gel (Figura 1). Por sua vez, o alelo 6A da
MMP-3 foi representado por uma banda de DNA de 129 pares de bases, o
alelo 5A por uma banda de DNA de 97 pares de bases, enquanto o
heterozigoto apresentou uma combinacdo de ambos os alelos (129 e 97 pares
de bases). Durante a eletroforese a banda com 32 pares de bases do alelo 5A

escapava do gel (Figura 2).
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1G/12G 1G/1G 2G/2G

118pb

89pb

Figura 1 - Fragmentos amplificados e digeridos da metaloproteinase da matriz-

1 mostrando os diferentes genatipos.

SA/6A BA/6A  5A/5A

129pb

97pb

Figura 2 - Fragmentos amplificados e digeridos da metaloproteinase da matriz-

3 mostrando os diferentes gendtipos.
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3.11 Calculo da amostra

O célculo da amostra utilizou um nivel de significancia de 5% e um
poder de 80%. No momento da elaboracdo do protocolo de pesquisa néo
haviam estudos sobre a relacdo entre o polimorfismo genético das MMPs e a
rotura do manguito rotador. Utilizando a taxa de 25% do alelo 2G da MMP-1 no
grupo controle?*, uma diferenca esperada de 25% entre os grupos e 10% de
perda das amostras na extracdo e genotipagem do DNA, foram necessarios 64

individuos em cada grupo.

3.12 Anélise estatistica

Submetemos as variaveis continuas a avaliacdo da normalidade, através
do teste de Kolmogorov-Smirnov, e da homogeneidade, através do teste de
Levene. As variaveis continuas foram apresentadas por médias e desvio
padrdo, enquanto as categéricas em valor absoluto e percentual.

A comparacdo entre 0s casos e controles, no que diz respeito as
diferentes variaveis, foi realizada pelos testes de Qui-quadrado ou exato de
Fisher nas variaveis categoricas. Este ultimo foi utilizado apenas quando
alguma das células da tabela 2 x 2 apresentasse frequéncia menor do que
cinco individuos. Nas variaveis continuas, pelo teste t de Student se
distribuicdo paramétrica dos dados ou Wilcoxon se ndo paramétrica.

Foi avaliada a diferenca da frequéncia dos alelos e genoétipos das MMP-
1 e MMP-3 nos individuos com rotura do manguito rotador e controles pelo

teste Qui-quadrado. Foram calculados para os diferentes genétipos a
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probabilidade de associacdo com a rotura do manguito rotador como razéo de
chances com intervalo de confianga de 95%.

Utilizamos para andlise dos dados o programa SPSS versao 21.0 (SPSS
Incorporation, Chicago, lllinois, EUA) e nivel de significAncia de 5%.

O programa ARLEQUIN versdo 2.0% foi utilizado para a analise do

equilibrio de Hardy-Weinberg na populacéo estudada.
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4 RESULTADOS

Avaliamos 128 pacientes, 64 com rotura completa do manguito rotador e
64 controles. Nao tivemos perdas de amostras durante a extracdo e
genotipagem do DNA. Os casos e controles tinham média da idade de 53,9 +
5,9 e 53,3 £ 6,1, respectivamente (p = 0,586). Entre os pacientes submetidos
ao reparo do manguito rotador, 44 (69%) eram do sexo feminino versus 40
(63%) no grupo controle (p = 0,577).

Os grupos néo diferiram estatisticamente em relacdo a raca, tabagismo
e a presenca de hipertensédo arterial (p = 0,819, p> 0,999, p = 0,831,
respectivamente). As tendinopatias em outras localidades foram mais
prevalentes entre os pacientes com rotura do manguito rotador (p = 0,016). As
caracteristicas gerais da amostra podem ser observadas na Tabela 2.

A distribuicdo dos genotipos dos participantes do estudo estavam em

equilibrio de Hardy-Weinberg.



Tabela 2 - Caracteristicas gerais da amostra
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Casos Controles p
(n =64) (n =64)

Idade, anos (média + dp) 53,9+5,9 53,3+6,1 0,586

Sexo, n (%)
Masculino 20 (31) 24 (37) 0,577
Feminino 44 (69) 40 (63)

Raca, n (%)
Branca 48 (75) 45 (70) 0,819
Parda 9 (14) 10 (16)
Preta 7 (11) 9 (14)

Outras tendinopatias, n (%)
Sim 10 (16) 2(3) 0,016
N&o 54 (84) 62 (97)

Tabagismo, n (%)
Sim 9 (14) 9 (14) >0,999
Nao 55 (86) 55 (86)

Hipertensao arterial sistémica, n (%)
Sim 13 (20) 15 (23) 0,831
Nao 51 (80) 49 (77)

Hipotiroidismo, n (%)
Sim 1(2) 2 (3) >0,999
Nao 63 (98) 62 (97)

Profissdo com esforgos repetitivos

em abducéo dos ombros, n (%)
Sim 26 (41) 23 (36) 0,716
Nao 38 (59) 41 (64)

Esporte com utilizacdo dos

membros superiores, n (%)
Sim 5(8) 8 (12) 0,560
Nao 59 (92) 56 (88)

dp: desvio padrao; n: nUmero de pacientes; p: nivel de significancia.
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41 MMP-1

Encontramos uma diferenca estatisticamente significante entre 0os casos
e controles na distribuicdo dos alelos e gendtipos da MMP-1 (p< 0,001). No
grupo controle, observamos uma taxa de 77% do alelo 1G e 64% do genotipo
1G/1G. Nos pacientes com rotura do manguito rotador, encontramos uma
frequéncia de 48% do alelo 2G e 73% dos pacientes com genoétipos 1G/2G ou
2G/2G (Tabelas 3 e 4). O calculo da razédo de chances revelou que individuos
com genotipo 1G/2G ou 2G/2G apresentaram maior chance de apresentar uma
rotura do manguito rotador (RC 4,8 [IC 95% 2,1 a 11,0] e 5,2 [IC 95% 1,8 a

14,9], respectivamente).

42 MMP-3

Também observamos uma diferenca estatisticamente significante na
frequéncia dos alelos e genoétipos da MMP-3 (p = 0,045, p = 0,021,
respectivamente) entre os casos e controles (Tabelas 3 e 4). No grupo controle,
observamos uma taxa de 41% do alelo 5A e nos casos esta frequéncia foi de
53%. Individuos com genatipo 5A/5A tiveram maior possibilidade de terem uma
rotura do manguito rotador com raz&o de chances de 5,5 (IC 95% 1,4 a 20,9; p

= 0,021).

4.3 Haploétipo 2G/5A

O hapldétipo 2G/5A estava presente nas amostras de 42 (66%) casos
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em 17 (27%) controles (p< 0,001). Individuos com este haplétipo apresentaram
4,3 mais chance de ter uma rotura do manguito rotador (RC 5,3; IC 95% 2,5 a

11,3; p< 0,001).

Tabela 3 - Frequéncia alélica dos polimorfismos dos genes das
metaloproteinases da matriz

Casos Controles p
(n =128) (n =128)
MMP-1, n (%)
1G 66 (52) 98 (77) <0,001
2G 62 (48) 30 (23)
MMP-3, n (%)
5A 68 (53) 52 (41) 0,045
6A 60 (47) 76 (59)

MMP-1: metaloproteinase da matriz-1; MMP-3: metaloproteinase da matriz-3; n: nimero de
alelos; p: nivel de significancia.

Tabela 4 - Frequéncia genotipica dos polimorfismos dos genes das
metaloproteinases da matriz e do haplétipo 2G/5A

Casos Controles p Razao de chances
(n = 64) (n = 64) (IC 95%)
MMP-1, n (%)
1G/1G 17 (27) 41 (64) <0,001
1G/2G 32 (50) 16 (25) 4,8 (2,1-11,0)
2G/2G 15 (23) 7 (11) 5,2 (1,8-14,9)
MMP-3, n (%)
6A/6A 11 (17) 16 (25) 0,021
5A/6A 38 (59) 44 (69) 1,3 (0,5-3,0)
5A/5A 15 (23) 4 (6) 5,5 (1,4-20,9)
Haplétipo 2G/5A
N&o 22 (34) 47 (73) <0,001
Sim 42 (66) 17 (27) 5,3 (2,5-11,3)

IC: intervalo de confianca; MMP-1: metaloproteinase da matriz-1; MMP-3: metaloproteinase da
matriz-3; n: nimero de pacientes; p: nivel de significancia.
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44  Antecedentes familiares para tratamento da rotura do manguito

rotador

Os pacientes com rotura do manguito rotador relataram, em maior
ndamero, a presenca de familiares consanguineos que realizaram tratamento
para a mesma doenca em relacdo aos individuos controles (p = 0,001).
Individuos com antecedentes familiares de tratamento para rotura do manguito
rotador tiveram maior possibilidade de ter a mesma doenca com razdo de

chances de 6,3 (IC 95% 2,0 a 19,9) (Tabela 5).

Tabela 5 — Presenca de familiares consanguineos que realizaram tratamento
para rotura do manguito rotador

Casos Controles p Razao de chances
(n =64) (n =64) (IC 95%)
Familiares que realizaram
tratamento para RMR
Sim 19 (30) 4 (6) 0,001 6,3 (2,0-19,9)
N&o 45 (70) 60 (94)

IC: intervalo de confian¢a; n: nUmero de pacientes; p: nivel de significancia; RMR: rotura do
manguito rotador.
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5 DISCUSSAO

Nosso estudo demonstrou que os polimorfismos genéticos da MMP-1
(rs1799750) e da MMP-3 (rs3025058) estiveram associados a rotura do
manguito rotador. Os gendtipos 1G/2G ou 2G/2G na posicdo -1607 do gene da
MMP-1 foram fatores de risco para a presenca da rotura do manguito rotador,
com uma razéo de chances de 4,8 e 5,2, respectivamente, em relacdo aos
individuos com gendétipo 1G/1G. Os individuos com gendtipo 5A/5A na posicdo
-1612 do gene da MMP-3 foram mais suscetiveis a rotura do manguito rotador,
com uma razdo de chances de 5,5 em relacdo aos individuos com gendétipo
6A/6A.

O alelo 2G do polimorfismo da MMP-1 na posi¢cdo -1607 (rs1799750)
aumenta a atividade transcricional do gene'’ e encontramos uma taxa de 73%
dos individuos com rotura do manguito rotador com genétipos 1G/2G ou
2G/2G. Este achado fornece uma base molecular para degradagéo das fibras
colagenas e aumento da atividade da MMP-1 encontrados em estudos
histopatol6gicos prévios em pacientes com rotura do manguito rotador®-13.56,
O alelo 5A da MMP-3 (rs3025058), encontrado em 82% dos pacientes com
roturas do manguito rotador, caracteriza-se por aumentar a transcricado deste
gene®®. Este achado pode explicar uma maior producdo da MMP-3 em
pacientes com rotura do manguito rotador em relacdo a pacientes
assintomaticos encontrada em estudos prévios®1359  Entretanto, a atividade
transcricional dos genes das MMPs nao estd apenas associada aos

polimorfismos de nucleotideo Unico na regido promotora. A sintese das MMPs


https://paperpile.com/c/fZeCB7/wQXk7
https://paperpile.com/c/fZeCB7/z895P+gLqb0+IMkDm+gldFn+kTtQh
https://paperpile.com/c/fZeCB7/gldFn+IMkDm+W37r8
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é induzida por citocinas, como a interleucina-1 e o fator de necrose tumoral,
fatores de crescimento, interacdes célula-célula e célula-matriz’. O estado de
metilacdo proximo aos sitios de transcricdo das metaloproteinases pode
também alterar a producéo destas enzimas. A metilagdo consiste na adi¢cdo de
grupamentos metila a base citocina (C), que ocasiona uma diminuigdo da
transcricdo dos genes. Embora seja reversivel, as alteracdes na metilacdo do
DNA podem ter um efeito sobre a estrutura e homeostase dos tenddes do
manguito rotador®?.

A regulacdo da homeostase da matriz extracelular e fibras colagenas
dos tenddes é complexa e ndo é surpreendente que diversos mecanismos
fisiolégicos sdo descritos para explica-la’®. Contudo, a andlise dos
polimorfismos das MMPs tém provavel valor clinico, aumentando o
entendimento da fisiopatogenia da rotura do manguito rotador.

Alguns grupos de polimorfismos genéticos localizados em loci
adjacentes no mesmo cromossomo podem ser herdados em combinacao, séo
os chamados haplétipos'®. Os polimorfismos genéticos podem agir
sinergicamente, aumentando o risco para desenvolvimento das alteracdes
tendineas’. De fato, os SNPs MMP-1 1G/2G e MMP-3 5A/6A estdo localizados
no cromossomo 11022.3 e existe um alto desequilibrio de ligacdo entre
ambos®®. Nos pacientes submetidos ao reparo do manguito rotador, 42 (66%)
tinham o hapl6tipo 2G/5A e nos controles encontramos 0 mesmo em apenas 17
(27%) (p< 0,001). Pacientes com hapldtipo 2G/5A que estad associado a um

aumento da sintese das MMP-1 e MMP-3 tiveram uma razdo de chances de

5,3 (IC 95%, 2,5 a 11,3) de apresentarem uma rotura do manguito rotador.


https://paperpile.com/c/fZeCB7/dDUFf
https://paperpile.com/c/fZeCB7/rpIOZ
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Diferentemente de Kluger et al.?®, nosso estudo encontrou diferenca na
distribuicdo dos alelos e dos gendtipos das MMP-1 e MMP-3 entre 0s casos e
os controles. O polimorfismo da MMP-1 estudado por estes autores? é o
rs17884110, diferente do avaliado por nés, o que pode explicar os resultados
conflitantes. Em relagcdo a MMP-3, entretanto, o polimorfismo avaliado é o
mesmo (rs3025058). O numero menor de individuos avaliados, o n&o
pareamento entre 0s casos e 0S controles para a idade e fatores de risco
conhecidos como a hipertensdo arterial, bem como caracteristicas genéticas,
raciais e populacionais®?83, podem explicar a discordancia entre os resultados.

Estudos iniciais descrevem que os familiares de individuos com rotura
do manguito rotador tém maior risco de desenvolver a mesma doenga'®?1?,
Harvie et al.!’® afirmam que irmdos dos pacientes com rotura do manguito
rotador tém um risco relativo (RR) de 2,42 de apresentarem a mesma leséo e
guase cinco vezes mais risco de terem sintomas em relagdo ao grupo controle.
No nosso estudo, encontramos que 19 pacientes com rotura do manguito
rotador (30%) relataram a presenca de familiares que realizaram tratamento
para mesma doenca. Entre os controles, apenas 4 (6%) relataram o mesmo,
numero significativamente inferior (p< 0,001). Este achado sugere uma
predisposicao familiar e genética para as roturas do manguito rotador.

Provavelmente um certo nimero de genes podem estar envolvidos no
desenvolvimento das roturas do manguito rotador, apresentando cada um
deles uma pequena contribuicdo. As proteinas codificadas pelos multiplos
genes e 0 ambiente participam concomitantemente no desenvolvimento destas
lesdes’®. Polimorfismos no gene do receptor B relacionado ao estrogénio??? e

dois SNPs localizados em genes relacionados a apoptose ou morte celular,


https://paperpile.com/c/fZeCB7/5Ljk
https://paperpile.com/c/fZeCB7/5Ljk
https://paperpile.com/c/fZeCB7/LGRcI+1mftN
https://paperpile.com/c/fZeCB7/6dwa+vu8z
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SASH1 e SAP30PB2, estdo associados a rotura do manguito rotador.
Entretanto, as funcdes destes genes ou de suas proteinas codificadas, na
fisiopatologia da rotura do manguito rotador, ndo sdo bem conhecidas?!. Por
sua vez, o papel das MMPs na tendinopatia e rotura do manguito rotador € bem
estabelecido, elas podem digerir os elementos da matriz extracelular e as fibras
de colageno’.

Os nossos resultados demonstram que o método de extracdo de DNA
utilizado foi adequado para obtencdo de quantidades suficientes de material
genético. As técnicas de PCR e RFLP foram eficientes para identificacdo dos
genotipos da MMP-1 e MMP-3. A amplificacdo dos fragmentos por técnica de
PCR obteve resultado suficiente e a escolha das enzimas de restricoes para a
técnica de RFLP foi adequada para a andlise dos polimorfismos estudados.

O equilibrio de Hardy-Weinberg é a base da genética de populacdes e
define que, em uma determinada amostra, as frequéncias alélicas
permanecerdo constantes ao passar das geragdes. A teoria de que alelos raros
se tornam cada vez menos frequentes e que alelos dominantes aumentem
cada vez mais sua frequéncia, simplesmente por jA serem raros ou comuns,
respectivamente, € matematicamente refutada pelo principio de Hardy-
Weinberg®. Os polimorfismos nos genes da MMP-1 e MMP-3 apresentaram
equilibrio de Hardy-Weinberg, garantindo que a distribuicdo genotipica ocorreu
ao acaso.

Para os fatores de risco ja conhecidos para as roturas do manguito
rotador, como idade®®, sexo???, tabagismo®?8’, raca branca??’, presenca de
hipertensdo arterial sistémica®, hipotiroidismo?®®, atividade profissional com

esforcos repetitivos com os ombros?’?, realizacdo de esportes com utilizacdo


https://paperpile.com/c/fZeCB7/ZHEb
https://paperpile.com/c/fZeCB7/vu8z
https://paperpile.com/c/fZeCB7/dDUFf
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dos membros superiores®, ndo encontramos diferenca estatistica entre os dois
grupos estudados. A auséncia de diferenca estatistica para estas variaveis,
entre os dois grupos estudados, diminui a influéncia de fatores sistémicos ou
de confusdo que podem mascarar ou acentuar o real papel dos polimorfismos
genéticos na fisiopatogenia das roturas do manguito rotador.

Os pacientes com rotura do manguito rotador tém maior chance de
apresentarem tendinopatias ou lesGes tendineas em outras articulacdes’>92,
Encontramos 10 pacientes com rotura do manguito rotador (16%) que referiram
tendinopatias em outras articulagdes e somente 2 (3%) dos pacientes controles
relataram o mesmo (p = 0,030). Fatores genéticos e familiares provavelmente
estdo envolvidos no desenvolvimento de lesdes tendineas em mudltiplos
sitios”>92,

Nosso estudo possui algumas limitacfes. Para um estudo genético, a
amostra com 128 individuos avaliados pode ser considerada pequena. Estudos
com amostras maiores ou em outras populacdes podem ser realizados para
confirmar a associacéo destes polimorfismos com a rotura do manguito rotador.
Os exames de imagem para confirmar a integridade do manguito rotador nos
individuos assintomaticos nao foram padronizados, sendo que os controles
realizaram ressonancia magnética ou ultrassonografia na avaliagdo. A
ultrassonografia foi utilizada em 30 de 64 (47%) controles. Este exame foi
utilizado por maior disponibilidade, rapidez e menor custo. Mas cabe ressaltar
gue nos estudos que avaliam a associacao de polimorfismos genéticos com a
rotura do manguito rotador, apenas Kluger et al.?® realizam exames de imagem
para confirmar a integridade tendinea nos controles assintomaticos e até 60%

dos pacientes com rotura do manguito rotador podem ser assintomaticos®3°4,


https://paperpile.com/c/fZeCB7/5Ljk
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Podemos afirmar também que a ultrassonografia possui sensibilidade e
especificidade semelhante a ressonancia magnética em diversos estudos®>97,
N&o avaliamos todos os fatores de risco conhecidos para a rotura do manguito
rotador, como por exemplo o indice de massa corpérea® e o membro superior
dominante do paciente?. Esses fatores que ndo foram avaliados na nossa
amostra, podem atuar como fatores de confusao nos resultados encontrados.
Realizamos uma entrevista para coletar os dados sobre a presenca de
familiares consanguineos com tratamento prévio para rotura do manguito
rotador e sobre o tratamento atual ou prévio de tendinopatias e lesdes
tendineas em outras articulagdes. Pacientes com rotura do manguito rotador
poderiam ter uma melhor informacao sobre as doencgas ortopédicas pessoais e
de seus familiares, levando a uma viés de memoéria. Como a informacgéo foi
relatada pelo paciente, os diagnosticos também podem ser imprecisos e ter
aumentado a associagcao entre esses fatores de risco e a rotura do manguito
rotador.

O conhecimento de marcadores genéticos relacionados a rotura do
manguito rotador possibilita a identificacdo de individuos suscetiveis e 0 nosso
estudo aumenta o conhecimento dos polimorfismos genéticos relacionados a
esta doenca. O interesse do nosso grupo € estudar outros polimorfismos
geneéticos, especialmente  aqueles localizados nos genes das
metaloproteinases, o que pode melhorar a compreenséo sobre 0s mecanismos
moleculares associados a rotura do manguito rotador. A identificacdo de
polimorfismos genéticos também relacionados a falha de cicatrizagdo dos
reparos tendineos também é um campo bastante promissor’’:’®, Estudos

experimentais tém demonstrado que o uso de moduladores ou inibidores da
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atividade das MMPs podem influenciar a cicatrizacdo e reparacéo tecidual do
manguito rotador®>1%, No futuro, a investigacdo de outros marcadores
genéticos podera definir e padronizar todos os genes de risco para esta doenca
e, assim, criar condicdes adequadas para o desenvolvimento de estratégias
preventivas e terapéuticas individualizadas, como, por exemplo, o uso dos
inibidores de MMPs em pacientes suscetiveis a rotura do manguito rotador ou
naqueles submetidos ao tratamento cirdrgico destas lesGes para aumentar a

probabilidade de cicatrizagc&o e resisténcia do reparo tendineo.
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6 CONCLUSOES

O polimorfismo genético das MMP-1 e MMP-3 esteve associado a rotura
do manguito rotador. Individuos com genétipos 1G/2G ou 2G/2G para MMP-1 e
5A/5A para MMP-3 tiveram maior chance de ter uma rotura do manguito
rotador.

Individuos com haplétipo 2G/5A foram mais suscetiveis a rotura do
manguito rotador na populacdo estudada e pacientes com rotura do manguito
rotador tém uma maior proporcdo de familiares com a mesma doenca em

comparacao aos individuos controles.
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Anexo A - Exame fisico realizado nos pacientes e controles incluidos no

estudo
Testes realizados Descricao do teste
Amplitude de movimento ativa e Flexao, elevacéo, rotacdo medial e lateral

passiva dos ombros

Teste do impacto de Neerio? O membro superior do paciente foi elevado
passivamente, pelo examinador, no plano da
escipula (na posicdo entre a flexdo e abducdo),
provocando o impacto da tuberosidade maior contra o
acrdbmio. O teste foi considerado positivo quando
provocou dor.

Teste do supraespinal de Jobel02 Com o paciente em pé e o ombro com 90° de
abducéo, 30° de aducédo horizontal e completamente
rodado internamente, foi realizada elevagdo do
membro superior contra a resisténcia. A resposta
positiva foi dor na regido antero-lateral do ombro ou
diminuigdo de forga.

Teste do infraespinall®3 Foi realizado com o membro superior ao lado do térax
e o cotovelo em 90° de flexdo, solicitou-se para o
paciente fazer ativamente a rotacdo lateral do bracgo
contra a resisténcia oposta pelo examinador. A
resposta positiva foi considerada como no teste
anterior.

Teste “Bear Hug"104 A regido ventral da mao do lado a ser testado foi
colocada sobre o ombro oposto com os dedos
estendidos e o cotovelo posicionado anteriormente ao
corpo. O paciente tentou manter a posi¢do inicial,
rodando medialmente o brago contra a resisténcia
oposta pelo examinador. O resultado do teste foi
positivo quando o paciente ndo conseguiu segurar a
mao contra o ombro.

Teste “lift-off” de Gerberl® O paciente colocou o dorso da mé&o na regiéo lombar
e tentou afasta-la desta regido rodando medialmente
0 braco. A incapacidade de realizar este movimento
indica o teste positivo para rotura do tenddo
subsescapular.
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Anexo B - Aprovacdo pela Comissdo de Etica para Analise de Projetos de

Pesquisa do Hospital das Clinicas da FMUSP

rem
(A

FRELIS P

Hospital das Clinicas da FMUSP

Comissdo de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: ASSOCIACAO ENTRE O POLIMORFISMO GENETICO DAS METALOPROTEINASES 1 E 3 E
AS LESOES DO MANGUITO ROTADOR

Pesquisador Responsavel: Arnaldo Amado Ferreira Neto Versdo: 1

Pesquisador Executante: Jorge Henrique Assungdo CAAE: 20318214.5.0000.0068
Co-autores: Alexandre Leme Godoy dos Santos, Eduardo Angeli Malavolta, Mauro Emilio
Conforto Gracitelli, Gilberto Luis Camanho

Instituicdo: HCFMUSP

Departamento: ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Registro on-line: 11186
Numero do Parecer: 611.645
Data da Relatoria: 09/04/2014

Apresentagdo do Projeto: Estudo prospectivo envolvendo 50 individuos com
diagnéstico de lesdes do manguito rotator. Serd realizada a coleta de dados de
prontudrio, exames de imagem e histéria do paciente, além da coleta de fluido salivar
para anélise do DNA. Serdo incluidos 50 individuos controle, que ndo apresentarem as
lesdes de manguito, porém fazem tratamento de outra patologia.

Objetivo da Pesquisa: Investigar a influéncia dos polimorfismos na regido promotora
dos genes das MMPs 1 e 3 em individuos com lesdo de lesées do rotador.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios: O individuo ndo serad submetido a risco adicional
por ser apenas feita uma coleta de fluido salivar p6s bochecho numa mesma consulta
para atendimento do problema ortopédico apresentado.

Comentdrios e Consideragdes sobre a Pesquisa: Estudo pertinente, interessante e
apresenta metodologia adequada.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria: Foram apresentados os
termos necessarios.

Recomendagdes: Recomenda-se aprovagdo
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes: Aprovado

Situacdo do Parecer: Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP: Nao.

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administragdo - 52 andar
CEP 05403-010 - Sdo Paulo - SP.
55 11 2661-7585 - 55 11 2661-6442 ramais: 16, 17, 18 | marcia.carvalho@hc.fm.usp.br



dand
: Hospital das Clinicas da FMUSP
kb Comissdo de

Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Consideragdes Finais a critério do CEP: Em conformidade com a Resolu¢do CNS n?
466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto conforme delineado; b)
elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da
pesquisa, contendo fichas individuais e todos os demais documentos recomendados
pelo CEP; e) encaminhar os resultados para publicagdo, com os devidos créditos aos
pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do projeto; f) justificar
perante ao CEP interrupgdo do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.

Sdo Paulo, 11 de Abril de 2014

MMW

PROF. DR. ALFREDO JOSE MANSUR
Coordenador
Comissdo de Etica para Anélise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administracdo - 52 andar
CEP 05403-010 - Sdo Paulo - SP.
55 11 2661-7585 - 55 11 2661-6442 ramais: 16, 17, 18 | marcia.carvalho@hc.fm.usp.br
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Anexo C - Termo de consentimento livre e esclarecido

1
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

L NI i o A o e s RS i G Al
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ......cooviiiiniieiiiiiines sexo: MmO F O
DATA NASCIMENTO: ........ Y |
ENDERECO
BAIRRO: .

DATA NASCIMENTO.: ...... TN
BNDERECOS . ..0scinonmsssmasnsscisnomiss st sinaians ins i asa T AT AN N i

BAIRRO: ....cociiiiiiiiiicie CIDABE i it

[0 2 = e A b v

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA Associag&o entre o polimorfismo genético das metaloproteinases 1 € 3 e as
lesdes do manguito rotador.

PESQUISADOR : Arnaldo Amado Ferreira Neto
CARGO/FUNCAO: Chefe do Grupo de Ombro e Cotovelo. INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 52956
‘ UNIDADE DO HCFMUSP: IOT
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO [

RISCO BAIXO [J RISCO MAIOR [

4.DURACAO DA PESQUISA : 3 anos



HOSPITAL DAS CLiNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

As lesdes dos tenddes do ombro tém explicagdes ligadas a traumatismos, a problemas de circulagédo
sanguinea, reumatismos, mas muitas doengas que levam a degeneragéo dos tenddes ainda permanecem
sem uma explicagdo médica adequada. Por esse motivo, a possibilidade de causas genéticas para essas
lesdes precisam ser estudadas e o objetivo desse estudo € investigar a freqtiéncia dos genes em pacientes
com diagnéstico de lesdo do manguito rotador, para verificar a possivel relagdo entre o polimorfismo
genético e o desenvolvimento dessa doenga.

Esse estudo seré feito com um tinico exame através de coleta simples de saliva. Os pacientes selecionados
fardo bochecho com agua e aglicar e em seguida cuspirdo em um recipiente plastico pequeno. A leitura das
informagdes genéticas presentes na saliva é exame de alta tecnologia ndo rotineiro no nosso meio. Nado
haveré outros exames ou procedimentos invasivos.

Nao havera desconfortos ou riscos na coleta e execugdo desse exame.

Em relag@o aos beneficios para os participantes. N&o ha beneficio direto para o participante, trata-se de
estudo experimental testando a hipdtese de que fatores genéticos interfiram na degeneragéo dos tenddes do
ombro.

Com esse estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio aos pacientes.

Esta garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos achados da pesquisa, ao seu pronturio e aos
aos profissionais responséaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas.

Os responsaveis pelo estudo sdo o Dr. Arnaldo Amado Ferreira Neto e o Dr. Jorge Henrique Assungio,
que podem ser encontrados no enderegco Rua Ovidio Pires de Campos, n® 333, 3° andar, sala da secretaria
de graduagio, Instituto de Ortopedia e Traumatologia da USP, S@o Paulo, SP, Brasil, pelo telefone
30696888.

Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17,
18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo,
sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Institui¢fo;

E garantido aos participantes o direito de confidencialidade das informagdes obtidas no estudo, as quais
serdo analisadas em conjunto com as de outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificagio de nenhum

paciente.
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I garantido o direito aos participantes de serem mantidos atualizados sobre os resultados parciais das
pesquisas ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

Nio h4 despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Também ndo ha compensacdo financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa
adicional, ela serd absorvida pelo orgamento da pesquisa.

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

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo” Associagdo entre o polimorfismo genético das metaloproteinases 1 € 3 e as
lesdes do manguito rotador.”

Eu discuti com o Dr. Arnaldo Amado Ferreira Neto sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participago € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou

perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva
ou visual.

(Somente para o responsével do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou
representante legal para a participacéo neste estudo.

Assin, do respons: ejo estudo Data 6 3/ 07 / g

10T - HEFMUSP

Matricula 34.943- CRM 52.956
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Anexo D — Carta de anuéncia da instituicao externa participante do estudo

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que estou ciente e concordo com as
etapas previstas para serem realizadas junto a Universidade
Federal do Parana — Depto. Biologia Celular, relativas ao Projeto de
Pesquisa intitulado " Associagao entre o polimorfismo genético
das metaloproteinases 1 e 3 e as lesdées do manguito rotador”
proposto pelos pesquisador Dr. Arnaldo Amado Ferreira Neto e
gue os respectivos procedimentos sao factiveis nos prazos exigidos
desde que respeitando o cronograma proposto.

S&0 Paulo, 03 de maio de 2013

o>

stina Leme Godoy dos Santos

Prof. Dra. Mafia,

Universidade Federaf do Parana —UFPR - Depto. Bilogia Celular
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Anexo E — Questionario para coleta das diferentes variaveis dos pacientes

8.

9.

Qual é a sua idade (em anos)?

Qual é seu sexo (masculino ou feminino)?

Qual é sua racga (branca, parda, preta ou amarela)?

Vocé realiza ou ja realizou tratamento para tendinite ou roturas de
tenddes em outras articulagdes?

Vocé tem algum familiar “de sangue” que ja realizou tratamento para
lesdes do manguito rotador do ombro?

Vocé fuma?

Vocé tem pressdo alta ou toma medicamentos para tratamento da
presséao alta?

Vocé tem hipotireoidismo ou toma medicamentos para a tiredide?

Vocé realiza esportes que utilizam os membros superiores?

10. No seu trabalho, vocé fica com os bracos acima do nivel dos ombros

mais de 2 horas por dia?
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Abstract

Background Studies suggest that the collagen degenera-
tion and disordered arrangement of collagen fibers in
rotator cuff tears are associated with an increase in activity
of matrix metalloproteases 1 and 3 (MMP-1 and MMP-3),
and that MMP activity may be in part genetically mediated.
The degree to which this might be clinically relevant in
patients with rotator cuff tears has not been well
characterized.
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Questions/purposes (1) 1Is genetic polymorphism of
MMP-1 and MMP-3 associated with rotator cuff tears? (2)
Are there haplotypes of MMP-1 and MMP-3 correlated
with rotator cuff tears? (3) Compared with control subjects,
do patients with rotator cuff tears have a higher proportion
of relatives with the same disease?

Methods We evaluated 64 patients with full-thickness
rotator cuff tears and 64 asymptomatic control subjects.
Patients younger 65 years, with nontraumatic tears, were
included. The tear or integrity of the rotator cuff tear was
evaluated by MRI or ultrasonography in all individuals.
The patients and control subjects were paired by age.
MMP-1 and MMP-3 genotypes were determined using the
PCR-restriction fragment length polymorphism assays.
Results  Genetic polymorphisms in MMP-1 and MMP-3
are associated with rotator cuff tear, in which individuals
with rotator cuff tears have associated genotypes 1G/2G
(patients, 32 of 64 [50%], control subjects, 16 of 64 [25%];
odds ratio [OR], 4.8; 95% CI, 2.1-11.0; p < 0.001) and
2G/2G were at great risk (patients, 15 of 64 [23%], control
subjects, seven of 64 [11%]; OR, 5.2; 95% CI,1.8-14.9;
p < 0.001), and patients with rotator cuff tears were
associated with a higher proportion of 2G allele distribu-
tion (62 of 128 [48%] versus 30 of 128 [23%]; p < 0.001).
Patients with the 5A/SA genotype are at greater risk of
rotator cuff tear (patients, 15 of 64 [23%]; control subjects,
four of 64 [6%]; OR, 5.5; 95% CI, 1.4-20.9; p = 0.021),
and there was higher 5A allele distribution in patients with
rotator cuff tears (patients, 68 of 128 [53%]; control sub-
jects, 52 of 128 [41%]: p = 0.045). Individuals with the
haplotype 2G/SA were more likely to have rotator cuff
tears develop (patients, 42 of 64 [66%]; control subjects, 17
of 64 [27%]: OR, 5.3; 95% CI, 2.5-11.3; p < 0.001).
Patients with rotator cuff tears reported, in higher number,
the existence of relatives who previously had treatment for
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rotator cuff tears (19 of 64 [30%] versus four of 64 [6%];
OR, 6.3; 95% CI, 2.0-19.9; p = 0.001).

Conclusions The genetic polymorphism of MMP-1 and
MMP-3 is associated with rotator cuff tear. Individuals
with haplotype 2G/SA were more susceptible to rotator
cuff tears in the population studied.

Clinical Relevance Knowledge of the genetic markers
related to rotator cuff tears can enable identification of
susceptible individuals and increase understanding of the
pathogenesis of tendon degeneration.

Introduction

Tendon degeneration is mediated by matrix metallopro-
teases (MMPs), cytokines, and free radicals that act on
the extracellular matrix, altering its composition and
biomechanical properties [22]. MMPs are enzymes cap-
able of degrading collagen fibers and other elements of
the extracellular matrix [9]. MMP-1 is a protease that
breaks down type I collagen fibers [28]. MMP-3 is
involved in regulation and activation of the MMPs. In
addition to this activity, MMP-3 is capable of degrading
Types II, IV, V, IX, and X collagen, proteoglycans,
fibronectin, and elastin [11]. The production and activa-
tion of the MMPs are induced by cytokines. growth
factors, and cell-cell and cell-matrix interactions [9].
Some single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the
MMP gene promoter region are correlated with an
increase in activity and production of these enzymes
[25, 33]. SNPs of MMP-1 and MMP-3 were previously
correlated with tendinopathy of the posterior tibial tendon
and the Achilles tendon [12, 31].

The etiology of a rotator cuff tear is a multifactorial
process, and various extrinsic and intrinsic tendon factors
have been proposed to explain it [20]. There is no con-
sensus regarding the main factors, and there appears to be
an interaction among them [7, 22]. Extrinsic factors include
bony impingement and morphologic variations in the
coracoacromial arch such as a curved or hooked acromion
and os acromiale [22]. Intrinsic factors include tendon
degeneration, tissue hypovascularization, and local
inflammatory responses [22, 41]. In the pathogenesis of a
rotator cuff tear, we found a decrease in synthesis and an
increase in degradation of collagen fibers associated with
an increase in activity of MMP-1 and MMP-3
[6, 13, 27, 40]. There is evidence that genetic factors may
be involved in the etiology of rotator cuff tears [16, 36].
Recently, some SNPs were associated with tendinopathy or
rotator cuff tear [17, 24, 37, 38]. However, we have not
found any studies that exclusively evaluate the association
of the genetic polymorphism of the MMPs and rotator cuff
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tears, despite the relevance of these enzymes in their
pathophysiology.

Therefore, we asked: (1) Is genetic polymorphism of
MMP-1 and MMP-3 associated with rotator cuff tears? (2)
Are there haplotypes of MMP-1 and MMP-3 correlated
with rotator cuff tears? (3) Compared with control subjects,
do patients with rotator cuff tears have a higher proportion
of relatives with the same disease?

Materials and Methods

We performed a case-control study with a ratio of one to
one. We evaluated patients younger than 65 years who
underwent repair of full-thickness rotator cuff tears at our
institution between June 2014 and December 2015.
Patients with rheumatologic disease, diabetes, previous
shoulder surgeries, or previous or current infectious pro-
cesses in this shoulder were excluded. Patients with
traumatic rotator cuff tears also were excluded as were
those with partial tears. The control group consisted of
patients who were treated at the same hospital for traumatic
disorders without symptoms of shoulder pain and clinical
signs of rotator cuff disease. The patients and control
subjects were paired by age with a maximum difference
of £ 2 years.

The patients and control subjects underwent rotator cuff
imaging (MRI or ultrasonography). All control subjects
had intact rotator cuff tendons. Patients with rotator cuff
tears were evaluated by MRI. Among the controls subjects,
30 of 64 (47%) underwent ultrasonography to assess the
integrity of the rotator cuff, and MRI was the imaging
method used in 34 of 64 (53%). The tests were performed
at our institution’s radiology department by the same group
of musculoskeletal radiologists (APB, COK, MBR).The
study was approved by the local ethics committee.
Informed consent was obtained from all patients and sub-
sequently through interview the following data were
collected from the patients: age, sex, ethnicity, smoking,
presence of high blood pressure, hypothyroidism, tendi-
nopathies in other joints, existence of relatives who
previously had treatment for rotator cuff tears, sports with
shoulder involvement, and work with repeated and sus-
tained arm abduction.

We evaluated 128 patients, 64 with rotator cuff tears and
64 control subjects (Table 1). We had no loss of samples
during the DNA extraction and genotyping. The patients
with rotator cuff tears and the control subjects had a mean
age of 54 £ 6 years and 53 &+ 6 years, respectively
(p = 0.586). Of the patients who underwent rotator cuff
repair, 44 (69%) were females, and of the control subjects,
40 (61%) were females (p = 0.577).
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Table 1. Baseline demographic and clinical characteristics

Characteristic Patients Control subjects p Value
Age (years) 54+6 53+6 0.586
Sex
Male 20 (31%) 24 (37%) 0.577
Female 44 (69%) 40 (63%)
Ethnicity
‘White 48 (75%) 45 (70%) 0.692
Nonwhite 16 (25%) 19 (30%)
Other tendinopathies
Yes 10 (16%) 2 (3%) 0.016
No 54 (84%) 62 (97%)
Smoking
Yes 9 (14%) 9 (14%) > 0.999
No 55 (86%) 55 (86%)
Hypertension
Yes 13 (20%) 15 (23%) 0.831
No 51 (80%) 49 (77%)
Hypothyroidism
Yes 1 (2%) 2 (3%) > 0.999
No 63 (98%) 62 (97%)
‘Work with repeated and sustained arm abduction
Yes 26 (41%) 23 (36%) 0.716
No 38 (59%) 41 (64%)
Sports with shoulder involvement
Yes 5 (8%) 8 (12%) 0.560
No 59 (92%) 56 (88%)

Continuous data = means + SD; categorical data = number (%).

The groups did not differ regarding race, smoking, or the
presence of high blood pressure (p = 0.692, p > 0.999,
and p = 0.831, respectively). Tendinopathies in other
Jjoints were more prevalent among patients with rotator cuff
tears (p = 0.016).

DNA from epithelial buccal cells was extracted using
the procedure described by Aidar and Line [2]. DNA
concentration (ng/uL) was estimated by measurements of
optical density 260/280 nm at a ratio greater than 1.9.

The SNPs were identified previously and included in the
database of the National Center for Biotechnology Infor-
mation (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) with minor
allele frequencies greater than 0.2. The MMP genotypes
were determined using the PCR-random fragment length
polymorphism assays (Table 2).

PCR primers were done in a total volume of 15 pL
containing 100 ng of genomic DNA, 8 pL Taq Green
(Amersham Pharmacia-Biotech, Uppsala, Sweden), and
200 nmol of each primer. An 8-pL aliquot of PCR products
then was digested with 1 unit of specific enzyme overnight.

The total amount of aliquot of the digest was elec-
trophoresed on 5% agarose at 20 mA. The gel was stained
by GelRed™ (Biotium Inc, Fremont, CA, USA).

The MMP-1 polymorphism at position -1607
(rs1799750) is characterized by the insertion a base gua-
nine (G), which results in two alleles: 1G and 2G. The
allele 2G is represented by the DNA of 118 base pairs and
the allele 1G is represented by the DNA of 89 base pairs.
The heterozygous genotype has a combination of both
alleles.

The MMP-3 polymorphism (rs3025058) is characterized
by the presence of five or six adenines in position -1612,
resulting in alleles SA and 6A. Allele 6A is represented by
a band of DNA with 129 base pairs and the allele 5SA by 97
base pairs. The heterozygous genotype has a combination
of both alleles.

The sample size calculation used a level of significance
of 5% and power of 80%. At the time this research protocol
was elaborated, there were no studies, to our knowledge,
regarding the association between the genetic polymor-
phism of MMPs and rotator cuff tears. Using a rate of 25%
of the allele 2G of MMP-1 in the control group [12], an
expected difference of 25% between groups, and 10% loss
of samples in the extraction and genotyping of the DNA, 64
individuals were required for each group.

Statistical Analysis

The normality of the data was tested using the Shapiro-
Wilk test. All continuous variables were normally dis-
tributed. The continuous variables were presented as means
and SD and the categorical variables as absolute value and
percentage.

The comparison between the patients and control sub-
jects, in relation to the different variables, was performed
using chi-square or Fisher’s exact tests in the categorical
variables and Student’s t text in the continuous variables.

The difference in frequency of the alleles and genotypes
of MMP-1 and -3 was evaluated in patients with rotator
cuff tears and control subjects by the chi-square test. The
probability of an association with rotator cuff tear was
calculated as the odds ratio (OR) for the different geno-
types with a 95% confidence interval.

The program ARLEQUIN Version 2.0 (Laurent Excof-
fier CMPG, Institute of Ecology and Evolution, University
of Bern, Bern, Switzerland) [34] was used for the analysis
of Hardy-Weinberg equilibrium in the population studied.
The distribution of genotypes of the study subjects was in
the Hardy-Weinberg equilibrium. For the data analysis, we
used SPSS® Version 21.0 (IBM Corp, Armonk, NY, USA)
with a level of significance of 5%.
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Table 2. PCR-RFLP conditions for MMP-1 (rs1799750) and MMP-3 (rs3025058) polymorphisms

SNP Primers (5'-3") Annealing RFLP bp PCR-RFLP
MMP-1 (rs1799750) F: TCGTGAGAATGTCTTCCCATT 55°C Xmnl 118 (allele 2G)
R: TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTGAAATC 30 seconds 37 C 89 + 29 (allele 1G)

MMP-3 (rs3025058)

F: GGTTCTCCATTCCTTTGATGGGGGGAAAGA 53°C
R: CTTCCTGGAATTCACATCACTGCCACCACT

Tth111I
1 minute 37°C

129 (allele 6A)
97 + 32 (allele 5A)

PCR-RFLP = polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism; MMP = matrix metalloprotease; SNP = single nucleotide
polymorphism; F = primer forward; R = primer reverse; bp = base pairs.

Table 3. Distribution of the MMP-1 and MMP-3 genotypes and 2G/5A haplotype

Genotype Patients Control subjects Odds ratio
(95% CT) p Value

MMP-1

1G/1G 17 (27%) 41 (64%) Reference

1G/2G 32 (50%) 16 (25%) 4.8 (2.1-11.0)

2G/2G 15 (23%) 7 (11%) 5.2 (1.8-149) < 0.001
MMP-3

6A/6A 11 (17%) 16 (25%) Reference

SA/6A 38 (59%) 44 (69%) 1.3 (0.5-3.0)

SA/5A 15 (23%) 4 (6%) 5.5 (1.4-209) 0.021
2G/5A haplotype

No 22 (34%) 47 (73%) Reference

Yes 42 (66%) 17 27%) 53 (2.5-113) <0.001

MMP = matrix metalloprotease.
Results

Genetic polymorphisms in MMP-1 and MMP-3 are asso-
ciated with rotator cuff tears, in which individuals with
rotator cuff tears have associated genotypes 1G/2G (pa-
tients, 32 of 64 [50%]; control subjects, 16 of 64 [25%];
OR, 4.8; 95% CI, 2.1-11.0; p < 0.001) and 2G/2G were at
great risk (patients, 15 of 64 [23%]; control subjects seven
of 64 [11%]; OR, 52; 95% CI, 1.8-149; p <0.001)
(Table 3), and patients with rotator cuff tears did have a
higher proportion of 2G allele distribution (62 of 128
[48%] versus 30 of 128 [23%]; p < 0.001) (Table 4).
Patients with the SA/SA genotype are at greater risk of
rotator cuff tears (patients, 15 of 64 [23%]; control sub-
jects, four of 64 [6%]; OR, 5.5; 95% CI, 14, 209;
p = 0.021), and there was higher 5A allele distribution in
patients with rotator cuff tears (patients, 68 of 128 [53%];
control subjects, 52 of 128 [41%]; p = 0.045).

Individuals with the haplotype 2G/5A were more likely
to have rotator cuff tears develop: (patients, 42 of 64
[66%]; control subjects, 17 of 64 [27%]; OR, 5.3; 95% ClI,
2.5-11.3; p < 0.001) (Table 3).

Patients with rotator cuff tears reported, in a higher
number, the existence of relatives who previously had
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Table 4. Distribution of the MMP-1 and MMP-3 allele in rotator
cuff tear and control groups

Alleles Patients Control subjects p Value
MMP-1
1G 66 (52%) 98 (77%) < 0.001
2G 62 (48%) 30 (23%)
MMP-3
5A 68 (53%) 52 (41%) 0.045
6A 60 (47%) 76 (59%)

MMP = matrix metalloprotease.

treatment for rotator cuff tears (19 of 64 [30%] versus four
of 64 [6%]; OR, 6.3; 95% CI, 2.0-19.9; p = 0.001).

Discussion

Rotator cuff tendinopathy is the main cause of shoulder
pain [23] with rupture of these tendons occurring in 20% of
the population [43]. The pathophysiology of rotator cuff
tear is a multifactorial process and there is evidence that
genetic factors may be involved in the etiology of rotator
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cuff tears [17, 24, 37, 38]. It is likely that a certain number
of genes may be involved in the development of a rotator
cuff tear, each one making a small contribution. Complex
interactions occur between the proteins, encoded by mul-
tiple genes, and the environment in the development of
these lesions [35]. Similar to the findings of studies that
evaluated patients with lower limb tendinopathies [12, 31],
the genetic polymorphism of MMP-1 and MMP-3 is
associated with rotator cuff tears.

Our study has some limitations. For a genetic study, the
sample with 128 individuals evaluated could be considered
small. Studies with larger samples, or in other populations,
should be conducted to confirm the association of these
polymorphisms with rotator cuff tears. There is a lack of
standardization in the imaging examinations used to con-
firm the integrity of the rotator cuff in asymptomatic
individuals; either MRI or ultrasonography was used in the
evaluation. However. only Kluger et al. [17] performed
rotator cuff imaging to confirm the integrity of the tendon
in asymptomatic control subjects, and up to 60% of
patients with rotator cuff tears may be asymptomatic [42].
We also can affirm that ultrasonography had similar sen-
sitivity and specificity to MRI in various studies [8, 19, 32].
We did not assess risk factors for rotator cuff tears such as
BMI [15] and dominant arm [31]. These factors that were
not evaluated could act as confounding factors in our
analysis. However, known risk factors for rotator cuff tears,
such as age [39], sex [32], smoking [4], white ethnicity
[17], presence of systemic arterial hypertension [14],
hypothyroidism [26], professional activity with repetitive
efforts with the shoulders [5], and sports with use of the
upper limbs [29], did not differ between the two groups we
studied, which show that the criteria for obtaining the
sample were satisfactory. We conducted an interview to
collect data regarding existence of relatives who previously
had treatment for rotator cuff tears and presence of tendi-
nopathies in other joints. Patients with rotator cuff tears
should probably have better information regarding their
personal and familial orthopaedic diseases, leading to a
recall bias. As the information was reported by the patient,
the diagnoses also may be inaccurate. This may have
increased the association between these risk factors and
rotator cuff tears.

Our study showed that the genetic polymorphisms of the
MMP-1 (rs1799750) and MMP-3 (153025058) are associ-
ated with rotator cuff tears. The genotypes 1G/2G or 2G/
2G in position -1607 of the MMP-1 gene were risk factors
for the development of rotator cuff tears in relation to the
individuals with genotype 1G/1G. The individuals with
genotype SA/5A in position -1612 of the MMP-3 gene
were more susceptible to rotator cuff tears. The allele 2G of
the MMP-1 polymorphism in position -1607 (rs1799750)
increases the transcriptional activity of the gene [33]. This

finding provides a molecular basis for the degradation of
collagen fibers and increase in MMP-1 activity found in
previous histopathology studies of patients with rotator cuff
tears [6, 13, 18, 27, 40]. Allele 5A of the MMP-3
(rs3025058) increases the transcription of this gene [44],
and some previous studies reported higher production of
MMP-3 in patients with rotator cuff tears in relation to
asymptomatic patients [1, 6, 27]. However, the transcrip-
tional activity of the MMP genes is not only associated
with polymorphisms of the single nucleotide in the pro-
moter region. The baseline production of MMPs is low,
and synthesis is induced by cytokines such as interleukin-1
and tumor necrosis factor, growth factors, and cell-cell and
cell-matrix interactions [9]. Unlike our study, Kluger et al.
[17], found no differences in the distribution of the MMP-1
and MMP-3 alleles and genotypes. In the case of MMP-1,
the polymorphism studied was rs17884110, different from
that evaluated by us. In relation to MMP-3, however, the
polymorphism evaluated was the same (rs3025058). The
lack of agreement between the results may be explained by
the smaller number of individuals evaluated, nonpairing
between patients and control subjects for age, and known
risk factors such as high blood pressure, and racial and
genetic characteristics of the population.

Some groups of genetic polymorphisms in adjacent loci
on the same chromosome can be inherited in combination;
they are called haplotypes. Genetic polymorphisms may act
synergistically, increasing the risk for development of
tendinous alterations [30]. MMP-1 1G/2G and MMP-3 5A/
6A SNPs are located on chromosome 11¢22.3 and there is
a high linkage disequilibrium between these two genes
[21]. Individuals with the haplotype 2G/5A were more
likely to have rotator cuff tears develop.

Initial studies showed that relatives of individuals with
rotator cuff tears have a higher risk of having the same
disease [16, 36]. Harvie et al. [16] reported that siblings of
patients with full-thickness rotator cuff tear had a relative
risk of 2.42 (95% CI, 1.77-3.31) of having such tears in
relation to the control group. Tashjian et al. [36] evaluated
the genetic predisposition for rotator cuff tears using the
Utah Population Database. They observed that second- or
third-generation relatives of patients with rotator cuff tears
who were younger than 40 years were more likely to
experience the same lesion. We found a much higher
proportion of patients with family histories of rotator cuff
treatment than control subjects with that same history;
these findings suggest a familial and genetic predisposition
for rotator cuff tears. However, recall bias may have
influenced this finding and future cohort studies might
more extensively evaluate this association.

Knowledge of the genetic markers related to rotator cuff
tears can enable identification of susceptible individuals
and increase understanding of the pathogenesis of tendon
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degeneration. Experimental studies have shown that the use
of modulators or inhibitors of MMP’s activity may influ-
ence tissue healing of the rotator cuff repair [3, 10]. In the
future, investigation of other genetic markers could define
and standardize all genes at risk for this disease, and thus
create adequate conditions for the development of indi-
vidualized preventive and therapeutic strategies, such as
the use of MMP inhibitors in patients susceptible to rotator
cuff tears or who underwent repair of these lesions to
increase the probability of tendon cicatrization and
resistance.

The genetic polymorphism of MMP-1 and MMP-3 is
associated with rotator cuff tears. Individuals with haplo-
type 2G/5A were more susceptible to rotator cuff tears in
the population studied, and patients with rotator cuff tears
have a higher proportion of relatives with the same disease
compared with controls subjects.
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