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Resumo Objetivo Quantificar a concentração urinária do biomarcador telopeptídeo C de
ligação cruzada de colágeno de tipo II (C-terminal cross-linked telopeptide of type-II
collagen, CTX-II) em casos de lesão isolada do ligamento cruzado anterior (LCA), e
comparar as concentrações observadas nessa população com um grupo controle
composto por pacientes sem alterações metabólicas no joelho que possam levar à
degeneração da cartilagem.
Métodos Este é umestudopiloto transversal comdois grupos: pacientes comruptura do
LCA e grupo controle (cada grupo era composto por 10 indivíduos do sexomasculino, com
18 a 35 anos de idade, e índice demassa corporal inferior a 30 kg/m2). Nos dois grupos, as
concentrações urinárias de umbiomarcador relacionado à degradação do colágeno de tipo
II (CTX-II) forammedidas. No grupo com ruptura do LCA, a relação entre o tempo pós-lesão
e a quantidade do biomarcador também foi analisada.
Resultados Houve diferenças significativas nas concentrações urinárias de CTX-II
entre o grupo LCA e o grupo controle (p¼ 0,009). Não foi observada relação
significativa entre o tempo de lesão e a quantidade do biomarcador.
Conclusões Pacientes com lesão do LCA apresentaram maiores concentrações
urinárias do biomarcador CTX-II do que aqueles sem lesão do LCA (p¼ 0,009). No
entanto, não houve correlação entre a concentração desse biomarcador e o tempo
decorrido após a lesão (p> 0,05).
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Introdução

Alesãodo ligamentocruzadoanterior (LCA)causa instabilidade
no joelho. Outras lesões intra-articulares geralmente acompa-
nham as lesões do LCA, em especial as lesões de cartilagem e
meniscos. O tratamento dessas lesões envolve reconstrução
cirúrgica para restabelecimento da anatomia e biomecânica
do ligamento nativo, o que atenua os sintomas e permite o
retorno à atividade.1

Umadasprincipaissequelaspós-operatóriasda lesãodoLCA
não é completamente eliminada após a reconstrução do liga-
mento: o desenvolvimento de osteoartrite (OA) do joelho. Em
média, os sinais e sintomas surgem de 10 a 15 anos após a
reconstrução ligamentar, com incidência entre 0% e 86% dos
casos.2–6

O diagnóstico de OA é clínico. As técnicas de diagnóstico
por imagem têm baixa sensibilidade e especificidade para
detectar alterações em estágios iniciais e monitorar a pro-
gressão da doença durante o acompanhamento em curto
prazo. As alterações radiográficas são visualizadas emmédia
dois anos após o início da doença.1,6A ausência de umpadrão
de medida universal com boa sensibilidade e especificidade
dificulta a determinação dos processos degenerativos em
estágio inicial após a lesão ou a reconstrução do LCA; assim,
uma modalidade de triagem mais precisa em curto prazo é
desejável.4 O uso de biomarcadores permite a medida pre-
coce e não invasiva dos processos degenerativos da cartila-
gem. Esses marcadores bioquímicos do tecido conjuntivo são
liberados na circulação sistêmica, e podem ser medidos no
sangue, na urina, ou no fluido sinovial. Um dos principais
biomarcadores para o diagnóstico e prognóstico da OA é o
telopeptídeo C de ligação cruzada de colágeno de tipo II (C-
terminal cross-linked telopeptide of type-II collagen, CTX-
II).7–11 Esse biomarcador é liberado durante o processo
dinâmico de degeneração do colágeno de tipo II, e, conse-

quentemente, é correlacionado à destruição e à formação de
cartilagem.8,12–18 Mouritzen et al19 mostraram que o CTX-II
tem especificidade para a OA do joelho. Acredita-se que o
trauma por rotação e o sangramento intra-articular associa-
dos à ruptura do LCA causem uma alteração metabólica
aguda da cartilagem e do osso subcondral, levando ao início
da degeneração em longo prazo da cartilagem articular. Um
dos biomarcadores desse processo é o CTX-II.8

Nenhum estudo da literatura avaliou a correlação do
biomarcador CTX-II em uma amostra homogênea com lesão
isolada do LCA, o que torna o presente estudo único e
inovador. O objetivo deste trabalho foi quantificar a concen-
tração urinária do biomarcador CTX-II em pacientes com
lesão isolada do LCAe comparar os valores encontrados nessa
população com umgrupo controle de pacientes sem lesão no
joelho. Nossa hipótese era a de que as concentrações de CTX-
II na urina seriammaiores empacientes com ruptura do LCA,
e, portanto, o biomarcador seria útil como indicador prog-
nóstico do desenvolvimento da OA.

Métodos

Delineamento Experimental
Este estudo foi avaliado e aprovado pelo Comitê de Ética em
Pesquisa da instituição do autor, e foi um estudo piloto
transversal, observacional, de centro único, que comparou
a presença de um biomarcador urinário da degradação de
colágeno de tipo II empacientes com lesão do LCA do joelho e
pacientes saudáveis sem lesão no joelho (grupo controle).

Entre junho de 2017 e fevereiro de 2018, 10 indivíduos do
sexomasculino com histórico de lesão isolada do LCA (Grupo
1–tratamento) e 10 homens sem histórico de lesão do
ligamento do joelho (Grupo 2–controle) foram avaliados e
incluídos no estudo.

Abstract Objective The aim of the present study was to quantify the urinary concentration of
the C-terminal cross-linked telopeptide of type-II collagen (CTX-II) biomarker in patients
who suffered an isolated ACL injury, and to compare the concentrations found in this
population with a control group of patients with no metabolic changes in the knee that
could lead to cartilage degeneration.
Methods A cross-sectional pilot study was carried out in two groups: patients with
ACL tears and a control group (each group with 10 male subjects, with an age range
between 18 and 35 years, and body mass index below 30 kg/m2). In both groups, urine
concentrations of a biomarker related to the degradation of type-II collagen (CTX-II)
was measured. For the group with ACL tears, a temporal relationship between the time
after the injury and the amount of the biomarker was also examined.
Results There were significant differences in the concentrations of urinary CTX-II
between the ACL group and the control group (p¼ 0.009). No significant relationship
was observed between the time after the injury and the quantity of the biomarker.
Conclusions Patients with ACL injury had higher concentrations of urinary CTX-II bio-
marker than those with no ACL injury (p¼ 0.009). However, there was no correlation
between theconcentrationof this biomarker and theelapsed timeafter the injury (p>0.05).
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Os critérios de inclusão foram: sexo masculino; idade
entre 18 e 35 anos; índice de massa corporal (IMC) inferior
a 30 kg/m2; lesões isoladas do LCA ou ausência de lesões no
joelho; e sujeitos não praticantes de esportes, pois alguns
estudos prévios sugerem aumento de CTX-II após a atividade
física em determinadas condições.20,21 Os critérios de exclu-
são foram: sexo feminino; presença de doença degenerativa
do joelho ou outra doença articular; doenças sistêmicas,
autoimunes ou infecciosas; outras lesões no ligamento do
joelho; história de cirurgia no joelho; lesões do menisco ou
cartilagem (os casos de hematoma ósseo à ressonância
magnética não foram considerados lesões de cartilagem,
tendo sido incluídos no estudo); qualquer tratamento cirúr-
gico prévio do LCA; e uso de anti-inflamatórios não esteroi-
des por pelo menos um mês antes da avaliação. Esses
critérios de seleção procuram tornar a amostra o mais
homogênea possível, com o menor risco de OA idiopática
ou outras patologias, como a osteoporose.

Os pacientes foram escolhidos dentre a população ambu-
latorial com achados clínicos e radiológicos da ruptura do
LCA. As manobras de gaveta anterior, Lachman e pivot shift
foram utilizadas durante o exame físico, juntamente com a
confirmação diagnóstica por ressonância magnética da rup-
tura do LCA nos indivíduos do Grupo 1. Essas avaliações
foram realizadas pouco antes da coleta de urina, excluindo
todas as patologias que poderiam interferir na análise (lesões
de menisco ou cartilagem, osteoartrite). O tempo máximo
pós-lesão foi estabelecido em 2 anos.

Coleta de Amostra de Urina
A coleta única e simples de urina foi realizada em todos os
participantes seguindo o mesmo protocolo asséptico: após a
esterilização tópica da região genital, o jato médio da pri-
meira micção do dia ou da micção duas horas após a micção
anterior (exatamente como descrito nomanual de instruções
do kit para dosagem de CTX-II) foi coletado (desprezando-se
o primeiro e o último jatos) em recipiente estéril. Essas
amostras de urina foram mantidas em ambiente refrigerado
por nomáximo 12 horas antes da centrifugação, e congeladas
a -20 °C pelo período (de 1 semana a 7 meses) anterior à
análise. No grupo LCA, a amostra de urina foi obtida na
primeira consulta, antes de qualquer tratamento.

Urinálise e Presença de CTX-II
As amostras de urina foramdescongeladas simultaneamente à
temperatura ambiente por trinta minutos antes da mensura-
ção quantitativa do CTX-II. Cada amostra foi submetida a um
ensaio imunoabsorvente ligado à enzima (enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA, Elabscience,Houston, TX, Estados
Unidos).Este kit usou o princípio de ELISA em sanduíche para
análise de amostras.Nessa metodologia, a placa de ELISA é
revestida com um anticorpo específico contra CTX-II humano.
As amostras coletadas (urina) foram adicionadas aos poços da
placa ehomogeneizadas comoanticorpo específico, formando
um conjugado (complexo antígeno–anticorpo).

A seguir, um anticorpo de detecção biotinilado específico
para o conjugado de Avidina-Peroxidase de raiz-forte (hor-
seradish peroxidase, HRP) foi adicionado à placa e incubado.

Os componentes livres foram removidos por lavagem.A
solução de substrato foi adicionada a cada poço, e apenas
os poços com CTX-II/conjugado humano desenvolvem cor
azul. A reação enzima–substrato foi interrompida pelo acrés-
cimo de solução de parada, e a cor ficou amarela. Imediata-
mente depois, a densidade óptica (DO) foi medida por
espectrofotometria em comprimento de onda de
450� 2 nm (espectrômetro EZ Read 400 Biochrom, Cam-
bourne, Cambridge, Reino Unido). O valor de DO é propor-
cional à concentração de CTX-II humano presente na
amostra. O cálculo da concentração de CTX-II nas amostras
foi então realizado, comparando-se os valores calculados
com base em uma curva padrão.

De acordo com o fabricante, as especificações do teste
ELISA para detecção de degradação do colágeno de tipo II (kit
CTX-II) são as seguintes: sensibilidade: 0,10 ng/mL; faixa de
detecção: de 0,16 ng/mL a 10 ng/mL; reprodutibilidade: coe-
ficiente de variação< 10%.

Todas as análises foram realizadas simultaneamente no
mesmo laboratório (Divisão de Biologia Molecular) e no
mesmo equipamento.Os resultados foram avaliados e com-
parados entre os grupos.

Análise Estatística
Em uma síntese estatística (média, desvio padrão, mediana,
valor mínimo e valor máximo), foram descritas as caracte-
rísticas dos pacientes e as concentrações de biomarcador em
cada grupo. Pelo teste de Mann-Whitney, comparou-se a
concentração de CTX-II entre os grupos, e pela correlação de
Spearman, avaliou-se a relação entre o tempo de lesão e a
presença de CTX-II na urina. O valor de p inferior a 5% (0,05)
definiu a diferença estatisticamente significativa.

Resultados

Os pacientes do grupo LCA tinham idade média de 20,8 anos
e IMC médio de 25 kg/m2. Os pacientes do grupo controle
tinham idademédia de 28,2 anos e IMCmédio de 24,5 kg/m2.
Os indivíduos do grupo LCA eram mais jovens do que os do
grupo controle (p< 0,001), e não houve diferença significa-
tiva entre os grupos em termos de IMC (p> 0.05) (►Tabela 1).

O valor médio de CTX-II no grupo LCA foi de 8,9� 0,7 -
ng/mL (intervalo: 7,7 ng/mL a 9,8 ng/mL), maior do que o
observado no grupo controle, de 6,7� 2,6 ng/ml (intervalo:
0,7 ng/mL a 9,4 ng/mL; p¼ 0,009) (►Tabela 2 e►Figura 1). O
tempo pós-lesão variou entre 2 e 18 meses, e não houve
diferença entre essa variável e o nível de CTX-II nos pacientes
do grupo LCA (p¼ 0,521; r¼ -0,231) (►Figura 2 e►Tabela 1).

Discussão

Nossa hipótese foi apoiada pelos resultados do presente
estudo. Indivíduos com ruptura do LCA apresentaram con-
centração significativamentemaior de CTX-II na urina do que
indivíduos sem lesão (p¼ 0,009), independente do tempo
após sua ocorrência. Esse achado apoia a ideia de que as
alterações metabólicas na cartilagem articular que ocorrem
logo após a ruptura do LCA parecem predispor os pacientes à
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Tabela 1 Características descritivas avaliadas de acordo com o grupo e resultados dos testes comparativos

Variável Grupos Total Valor de p

Idade (anos) Controle (n¼ 10) Ligamento cruzado anterior (n¼ 10) (n¼ 20) < 0,001

Média� desvio padrão 28,2� 3,8 20,8� 2,6 24,5� 5

Mediana (valor mínimo; valor máximo) 28,5 (22; 35) 20 (18; 25) 24 (18; 35)

Índice de massa corporal (kg/m2) 0,853

Média� desvio-padrão 24,5� 3,4 25� 2,3 24,8� 2,8

Mediana (valor mínimo; máximo) 24,5 (18; 29) 24 (22; 29) 24 (18; 29)

Tempo após a lesão (meses)

Média� desvio-padrão 6,8� 4,7 6,8� 4,7

Mediana (valor mínimo; valor máximo) 5,5 (2; 18) 5,5 (2; 18)

Tabela 2 Análise quantitativa do biomarcador urinário CTX-II em cada grupo e resultados dos testes comparativos

Concentração Urinária de CTX-II (ng/mL)

Grupos n Média Desvio padrão Mediana Valor mínimo Valor máximo Valor de p

LCA (1) 10 8,9 0,7 9 7,7 9,8

Controle (2) 10 6,7 2,6 7,2 0,7 9,4 0,009

Total 20 7,8 2,1 8,4 0,7 9,8

Abreviaturas: CTX-II, C-terminal cross-linked telopeptide of type-II collagen (telopeptídeo C de ligação cruzada de colágeno de tipo II), LCA, ligamento
cruzado anterior.

Fig. 1 Valor médio de telopeptídeo C de ligação cruzada de colágeno de tipo II (C-terminal cross-linked telopeptide of type-II collagen, CTX-II): grupo
ligamento cruzado anterior (LCA) versus grupo controle. O valor médio de CTX-II no grupo LCA foi de 8,9� 0,7 ng/mL (intervalo: 7,7 ng/mL a
9,8 ng/mL), que foi maior em comparação ao valor do grupo controle, de 6,7 � 2,6 ng/mL (intervalo: 0,7 ng/mL a 9,4 ng/mL) (p¼ 0,009).
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patologia degenerativa do joelho, como observado em estu-
dos anteriores.4,14,15,17,22–25

Interleucinas (IL-6, IL-8) e metaloproteases da matriz
(MPM-3 e MPM-13) são algumas das citocinas consideradas
intimamente relacionadas à degradação do colágeno de tipo
II.1,5 Em média, a OA se torna sintomática e impede o
paciente de realizar atividades de 10 a 15 anos após o
primeiro evento traumático.7,9,12 No entanto, esse processo
degenerativo não afeta todos os pacientes com histórico de
ruptura do LCA, como mostra a ampla gama de incidência
nessa população (0% a 86%).2–6

Até agora, não havia um marcador prognóstico confiável
que pudesse ser detectado precocemente para esse processo.
O CTX-II, ummarcador estabelecido de ruptura da cartilagem
de tipo II, pode ser medido no sangue, no fluido sinovial e na
urina porque amolécula não é alterada pela filtração renal. A
vantagem da medida urinária é a facilidade de coleta. Além
disso, por ser considerado um biomarcador da gravidade da
doença, de acordo com a classificação de carga da doença,
investigativa, prognóstica, de eficácia da intervenção e diag-
nóstica (burden of disease, investigative, prognostic, efficacy of
intervention and diagnostic, BIPED),10 a correlação entre a
severidade das alterações degenerativas da OA e as concen-
trações dos biomarcadores CTX-II apoia seu uso como uma
ferramenta diagnóstica e prognóstica.10,25–27

Devido às características intrínsecas de cada método de
quantificação de biomarcadores (fabricante, sexo do paci-
ente, idade e IMC, e articulação estudada), não existem
valores uniformes ou de referência descritos na literatura;
até mesmo as unidades de medida diferem de acordo com o
kit utilizado.19 Diversos biomarcadores da quantificação da

inflamação, como proteína da matriz oligomérica cartilagi-
nosa (PMOC), produtos de degradação de agrecana (ARGS) ou
mesmo citocinas inflamatórias, têm sido associados a pro-
cessos degenerativos na cartilagem do joelho.5 Apesar dessa
variabilidade na análise de biomarcadores, estudos anterio-
res concluíram que há um aumento quantitativo de biomar-
cadores após lesão do LCA.3,24 No entanto, esses estudos não
controlaram a lesão isolada do LCA, o estágio da doença, ou o
uso do mesmo biomarcador.

Em estudos anteriores sobre CTX-II e OA, Garnero et al28

compararam 67 pacientes com OA do joelho e 67 indivíduos
saudáveis, e encontraram uma diferença significativa entre os
dois grupos em relação ao valor urinário de CTX-II (valor
médio: 431 ng/mmol Creatinina e 345 ng/mmol Cr, respecti-
vamente). Em outro estudo, comparando 17 indivíduos sau-
dáveis a 329 pacientes com qualquer tipo de lesão no joelho
(lesão em LCA/lesão em LCA combinada a ruptura de outro
ligamento ou do menisco, ou ruptura isolada do menisco),
Lohmander et al18 observaram uma diferença significativa na
medida sérica de CTX-II (média: 1,4 ng/mL e 9,5 ng/mL, res-
pectivamente). Saberi Hosnijeh et al,29 em um grande estudo
de coorte, avaliaram 1.335 participantes com e sem OA e a
relação com vários biomarcadores, inclusive CTX-II; esses
autores demonstraram valores de CTX-II de 2,4 ng/mmol Cr
no grupo que desenvolveu OA, e 2,27 ng/mmol Cr no grupo
sem OA (uma diferença pequena, mas significativa).

O presente estudo mediu apenas as concentrações pré-
operatórias de CTX-II na urina; portanto, nosso estudo é
único em seu objetivo de identificar um biomarcador prog-
nóstico precoce da OA. Dois outros estudos quantificaram
CTX-II após a reconstrução cirúrgica do ligamento. Larsson

Fig. 2 Relação entre o tempo pós-lesão e a concentração de telopeptídeo C de ligação cruzada de colágeno de tipo II (C-terminal cross-linked
telopeptide of type-II collagen, CTX-II). Não houve diferença entre o tempo pós-lesão e a concentração de CTX-II nos pacientes do grupo LCA
(p¼ 0,521; r¼ -0,231).
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et al26 não encontraram diferença nas concentrações de
biomarcadores CTX-II no soro, na urina e no fluido sinovial
ao comparar os valores antes e após a cirurgia. Chmielewski
et al8 realizaram medidas seriadas de CTX-II na urina após a
cirurgia, e descobriram que a concentração diminuiu com o
passar do tempo.

No entanto, para demonstrar a especificidade de um
biomarcador e seu poder prognóstico, a homogeneidade da
amostra é crucial. Além disso, os marcadores devem ser
medidos com precisão e reprodutibilidade, com coeficientes
de variação inferiores a 10%. Como as características dos
pacientes, como sexo, idade e IMC, são variáveis, é necessário
minimizar a variabilidade entre os grupos comparados ou
estratificar o estudo de acordo com a variável analisada. O
presente estudo é único em sua metodologia, pois tivemos o
cuidado de avaliar apenas pacientes com lesão isolada do
LCA, estabelecendo a especificidade desse biomarcador para
a degeneração da cartilagem após essa lesão em um grupo
homogêneo. De acordo com Deshpande et al,30 o risco de OA
emhomens não obesos commenos de 35 anos é inferior a 1%.

A tendência temporal da concentração do biomarcador
CTX-II também foi avaliada. No entanto, nenhuma tendência
estatisticamente significativa foi encontrada (p> 0,05). Um
dos critérios de inclusão no estudo foi uma lesão ocorrida no
máximo 2 anos antes da inscrição, e o tempopós-lesão variou
entre 2 e 18 meses. A ausência de uma tendência temporal
pode ser explicada de duas maneiras: a pequena população
amostral e a possibilidade de ocorrência de degradação do
colágeno de tipo II após o trauma mais cedo do que o
analisado por nosso estudo. Esses níveis podem permanecer
cronicamente elevados, a menos que ocorra um novo evento,
inclusive tratamento cirúrgico ou alguma outra terapia não
cirúrgica.26

Apesar de nossos critérios de inclusão terem sido proje-
tados para a identificação de pacientes demograficamente
semelhantes, houve uma diferença significativa entre as
idades médias dos grupos. O grupo controle apresentou
uma média de idade maior (28,2� 3,8 anos) do que o grupo
ACL (20,8� 2,6 anos). Se o resultado fosse o oposto, pode-
ríamos considerar esse viés importante, uma vez que os
valores de CTX-II aumentam em pacientes mais velhos.

Reconhecemos as limitações do presente estudo. Este
estudo piloto transversal fez uma avaliação estatística da
concentração de biomarcadores em um grupo com lesão e
um grupo controle.Sabe-se que as concentrações de biomar-
cadores mudam com o tempo e o estágio da degeneração da
cartilagem. Além disso, sabe-se que as concentrações de
biomarcadores variam com as intervenções cirúrgicas e/ou
clínicas.8,26 Estudos prospectivos tendem a gerar melhores
informações sobre as tendências temporais das concentra-
ções de biomarcadores e sua gravidade patológica. Outra
limitação deste estudo é o pequeno tamanho da amostra
(n¼ 20). Embora essa limitação possa reduzir a robustez das
conclusões, o tamanho da amostra forneceu amplo poder
para a geração de resultados estatisticamente significativos.
Um estudo com amostra maior, analisando mais indivíduos,
obterá dados mais conclusivos e poderá elucidar melhor as
alterações das concentrações de CTX-II ao longo do tempo. A

última limitação é a exclusão de pacientes do sexo feminino,
pois o principal objetivo dos critérios de seleção era homo-
geneizar a amostra. Essa análise será necessária em estudos
futuros com amostras maiores e indivíduos de ambos os
sexos.

Novos estudos podem elucidar melhor como inibir o
processo de degeneração da cartilagem após lesão do LCA
ou outras doenças articulares. A medida do biomarcador
pode desempenhar um papel importante para atingir esse
objetivo, pois auxilia o diagnóstico precoce de alterações
metabólicas, tanto qualitativa quanto quantitativamente, em
termos de gravidade da doença. Por fim, podem ser usados
para a avaliação da eficácia de tratamentos.

Perspectiva
Estudos anteriores mostraram que os níveis de citocinas
inflamatórias aumentam após a ruptura do LCA, e que esse
fenômeno pode estar associado à OA.2–4,17,24 Outra maneira
de demonstrar uma alteração no metabolismo da cartilagem
após trauma no joelho é usar biomarcadores, como PMOC e
CTX-II.5,15 A importância deste estudo é mostrar o aumento
da concentração de CTX-II após a ruptura do LCA, e outras
pesquisas estão sendo conduzidas após esses resultados. Isso
também pode auxiliar outras patologias, como lesões de
menisco ou cartilagem, e outras lesões ligamentares. Tam-
bém pode ser interessante para analisar ou comparar técni-
cas cirúrgicas, medicamentos ou intervenções para
prevenção de OA. O CTX-II, entre outros biomarcadores,
tem a vantagem de ser medido na urina; portanto, é uma
maneira fácil e não invasiva de mostrar e acompanhar a
formação e degradação da cartilagem.

Conclusão

Pacientes com lesão do LCA apresentaram concentrações
maiores de CTX-II na urina do que indivíduos sem lesão do
LCA (p¼ 0,009). No entanto, não houve correlação entre a
concentração desse biomarcador e o tempo decorrido após a
lesão (p> 0,05).

Suporte Financeiro
Não houve suporte financeiro de fontes públicas, comer-
ciais, ou sem fins lucrativos.
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