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Objetivo: O objetivo deste estudo foi examinar a relacdo entre os polimorfismos do
comprimento do fragmento de restricao (RFLP) BstUI C/T (rs 12722) e RFLP Dpnll B1/B2
(rs 13946) COL5AT1 e a ruptura do ligamento cruzado anterior (LCA) em atletas de
esportes coletivos.

Métodos Sessenta e oito atletas de esportes coletivos (n=36 mulheres e n=32
homens) com ruptura do LCA (RLCA) sem contato ocorreram durante praticas
esportivas (Grupo RLCA) e 42 jogadores saudaveis (n =20 mulheres e n =22 homens)
(Grupo Controle) participaram do estudo. O DNA gendmico foi extraido do swab bucal
com o método salting out. Todas as amostras foram genotipadas para os polimorfismos
rs12722 e rs13946 por reacdao em cadeia da polimerase (PCR) e analise de enzimas de
restricao.

Resultados Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os grupos RLCA e
Controle emidade, altura, peso corporal, indice de massa, pratica esportiva (horas/semana)
e distribuicdo de género entre os diferentes esportes coletivos. O grupo controle teve
carreiras esportivas mais longas (p< 0,005). As distribuicoes de frequéncia dos polimor-
fismos de nucleotideos COL5A1 Dpnll estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) em
ambos os grupos (p do teste de Hardy-Weinberg (HW) > 0,005). As frequéncias genotipicas
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Abstract
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de COL5A1 BstUI RFLP C/C foram menores no grupo RLCA em comparagdo com o grupo
Controle (p do teste HW =0,001). Os gendtipos combinados CC, B1B1 mostraram um
efeito protetor contra a ruptura do LCA (OR=283,3 [ 16,7 =5).

Conclusdes O gene COL5A1 pode ser um dos fatores genéticos associados a RLCA em
esportes coletivos.

Objective: The aim of this study was to examine the relationship between BstUI
restriction fragment length polymorphisms (RFLP) C/T (rs 12722) and DpnllI RFLP B1/B2
(rs 13946) COL5A1 polymorphisms and the anterior cruciate ligament (ACL) rupture in
competitive team-sport athletes.

Methods Sixty-eight team-sport players (n =36 women and n=32 men) with non-
contact ACL rupture (ACLR) occurred during sport practices (ACLR Group) and 42
healthy players (n=20 women and n=22 men) (Control Group) participated in the
study. Genomic DNA was extracted from buccal swab with salting out method. All
samples were genotyped for the polymorphisms rs12722 and rs13946 by polymerase
chain reaction (PCR) and restriction enzymes analysis.

Results No significant difference has been found between ACRL and Control groupsin
age, height, weight body, mass index, sport practice (hours/week) and gender
distribution among the different team sports. Control group had longer sport careers
(p< 0.005). The frequency distributions of COL5A1 Dpnll nucleotide polymorphisms
were in Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) in both groups (p of the Hardy-Weinberg
(HW) -test > 0.005). Genotype frequencies of COL5A1 BstUI RFLP C/C was lower in the
ACLR group compared to the Control group (p of the HW-test =0.001). Combined CC,
B1B1 genotypes showed a protective effect against ACL rupture (OR=283.3/16.7 =5).
Conclusions The COL5A1 gene may be one of the genetic factors associated with

> rupture ACLR in team sport.

Introducao

A ruptura do ligamento cruzado anterior (RLCA) é uma lesao
incapacitante frequente em atletas, que causa instabilidade
articular do joelho. Nos EUA, a incidéncia estimada de RLCA
varia entre 100.000 e 200.000/ano." A cirurgia reconstrutiva
permite a pratica desportiva e uma melhor qualidade de vida.
Naltlia, aincidéncia de cirurgia de reconstrucdo do LCA é de
21-33 por ano a cada 100.000 pessoas, com incidéncia entre
0,16 e 2,04 procedimentos por 100.000 individuos menores
de 15 anos.>>

Apesar da reconstrucdo cirdrgica do ligamento, cerca de
79% desses pacientes desenvolvem osteoartrite do joelho e
20% sofrem uma nova lesdao nos préximos 2 anos.*

As RLCA esportivas podem ser lesdes de contato (com um
companheiro de equipe ou adversario), mais frequentes em
esportes de contato como futebol ou basquete,” ou lesdes
sem contato. Em um periodo de observacdo de 10 anos,
Majewski et al.® observaram que 60% das lesées esportivas do
joelho tratadas em seu hospital eram lesées do LCA relacio-
nadas ao voleibol. Agel et al.” constataram que 14% das lesdes
no voleibol ocorrem por ndo contato.

Ao longo de um periodo de 16 anos de registro de lesdes
colegiais, Hootman et al.? relataram uma taxa de lesdes por

1.000 exposicdes de atletas de 0,07 e 0,09 para jogadores
masculinos de basquete e futebol. Eles relatam 0,23, 0,28 e 0,09
para jogadores de basquete, futebol e volei, respectivamente.

Os fatores de risco para lesdo do LCA sdo classificados
como exégenas (por exemplo, a superficie) e endégenas,
como fatores genéticos.” Em disttirbios hereditarios do
colageno, a genética influencia a frouxidio dos tecidos'®:
frouxidao ligamentar generalizada e hiperextensdo demons-
traram aumentar significativamente o risco de lesdo do LCA
em atletas do sexo feminino.'" Mutagées no gene COL5A1
causam a forma classica da sindrome de Ehlers-Danlos (SED),
caracterizada por hipermobilidade articular envolvida em
entorses, luxacio/subluxacio e osteoartrite precoce.'? Con-
forme descrito por Mokone et al.'3, 0 gene COL5A1 contém
RFLP de BstUI (rs 12722) e Dpnll (rs13946) dentro de sua
regido ndo traduzida (UTR) 3'. O polimorfismo funcional do
sitio de ligacdo da proteina 1 (Sp1) de especificidade COL5A1
- BstUI RFLP C |/ T esta positivamente correlacionado com
lesdes tendineas e ligamentares, especialmente em indivi-
duos caucasianos.'*"> Assim, um estudo com jogadores de
futebol descobriu que o genétipo T/T do COL5A1 BstUI RFLP
mostrou uma tendéncia a uma maior gravidade das lesdes
musculoesqueléticas em relagdo aos portadores individuais
do genétipo CC."®
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O objetivo deste estudo foi correlacionar os polimorfismos
BstUI RFLP e Dpnll RFLP do gene COL5A1 com ACLR em
atletas de voleibol, basquete e futebol.

Materiais e métodos

Participantes

Participaram do estudo 68 jogadores caucasianos (n=36
mulheres e n=32 homens) com RLCA ocorrido durante a
pratica esportiva (Grupo RLCA) e 42 jogadores saudaveis
(n=20 mulheres e n=22 homens) (Grupo Controle). Todos
praticavam esportes coletivos (volei, basquete e futebol) em
times italianos. Os individuos deram consentimento informado
para participar. Para a obten¢do de informag¢do demografica e
dados relativos a pratica desportiva, cada atleta completou um
questionario autoaplicavel. O Grupo RLCA (32 atletas pratican-
tes de Voleibol, 19 Basquetebol e 17 Futebol) forneceu infor-
macoes sobre os mecanismos e data da lesao do LCA.

0 estudo foi aprovado pelo Conselho de Etica em Pesquisa
da Universidade de Cagliari (Prot. PG/2017/1700) e foi rea-
lizado de acordo com os principios éticos e humanos da
pesquisa.

Analise de DNA
O DNA gendmico foi extraido de swab bucal, realizado na
mucosa oral da bochecha, pelo método salting out, e ampli-
ficado por PCR padrdo seguindo o protocolo sugerido por
Galasso et al.'®

Os produtos de PCR foram submetidos a duas digestdes
enzimaticas: a digestdo com BstUI produziu dois fragmentos
para o aleloT (351 e 316 pb) e trés fragmentos para o alelo C
(316,271 e 80 pb); a digestdo com Dpnll produziu um tnico
fragmento para B2 (612 pb) e dois fragmentos (412 e 194 pb)
para B1. Os fragmentos obtidos foram separados em gel de
poliacrilamida 8% para BstUI e gel de agarose 2% para Dpnll e
visualizados com coloragdo Syber Safe.

Analise estatistica
Todos os dados foram inicialmente inseridos em um banco de
dados Excel (Microsoft, Redmond, Washington - Estados

Unidos) e a andlise foi realizada por meio do Statistical
Package for the Social Sciences Windows, versdo 15.0
(SPSS, Chicago, Illinois, EUA). A estatistica descritiva consis-
tiu na média & desvio padrdao (DP) para parametros com
distribuicdo gaussiana (ap6s confirmacdo com histogramas
e teste de Kolgomorov-Smirnov).

A comparacdo entre os grupos foi realizada com ANOVA
one-way para varidveis paramétricas continuas ou teste
Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (se células <5) para
variaveis de frequéncias.

Os testes EHW foram realizados considerando as frequén-
cias populacionais (p2+2pgq+q2=1) e posteriormente
relatados no SPSS, teste ndo paramétrico Qui-quadrado. Da
mesma forma, o teste G-quadrado (teste G2) foi realizado.
Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.

Resultados

Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os
grupos RLCA e Controle em idade, altura, peso, indice de
massa corporal, pratica esportiva (horas/semana) e distri-
buicdo de género entre os diferentes esportes coletivos). Os
atletas do Grupo de controle tém carreiras esportivas mais
longas (p < 0,005) (~Tabela 1).

As frequéncias genotipicas e alélicas de COL5A1 BstUI
RFLPC/T e COL5A1 Dpnll RFLP B1/B2 sdo mostradas na
= Tabela 2. As distribui¢es de frequéncia genotipica dos
polimorfismos de nucleotideos COL5A1 Dpnll e COL5A1 BstUI
RFLP atendem ao EHW em ambos os grupos (p. valor> 0,05).

O desequilibrio de ligacdo foi testado com LDlink
(Machiela e Chanock, 2015)'” usando dados de 1000 geno-
mas (1000 Genomes Project Consortium, 2015). Os dois
polimorfismos de nucleotideo Ginico (SNPs) resultaram em
um desequilibrio de ligacdo para as populag¢des europeias.

A distribuicdo do genétipo C/C e do alelo C do COL5A1
BstUI RFLP foi menor no Grupo RLCA em comparac¢do com o
Grupo Controle (teste pG2= 0.001-=Tabela 3). Nao foram
encontradas diferengas significativas na distribuicdo do
polimorfismo Dpnll RFLP entre o Grupo RLCA e os controles

Tabela 1 Caracteristicas do Grupo com ruptura do LCA (RLCA) e Grupo Controle

RLCA Controle p

Ndmero 68 42

Idade (anos) 27.3+6.4 28.5+8.5 0.406"
Altura (cm) 173.0+9.5 174.0+11.4 0.588"
Peso (kg) 70.0£11.8 70.2+£12.3 0.945"
indice de massa corporal (kg/cm?) 23.30+3.30 23.16 +2.99 0.782*
Sexo (n® masculino/n° feminino) 32/36 22 /20 0.200"
Esportes (vblei; basquete; futebol) 32;19; 17 26; 8; 8 0.3127
ESPORTE (anos) 10.8+4.9 16.8 +8.5 0.001*
ESPORTE (horas/semana) 7.7+£3.2 7.8+4.0 0.799"

Os valores sao expressos como média + desvio padrao ou um ndmero (n) quando aplicével.

(*) Teste qui-quadrado Anova unidirecional (*).
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Tabela 2 Frequéncias Genotipicas do Grupo RLCA e do Grupo
Controle - Verificagdo do Equilibrio de Hardy-Weinberg

BstU RLCA Controle
CcC 58.90 22.22
cT 34.25 44.44
1T 6.85 33.33
MAF (T) 0.2397 0.5556
p 0.3881 0.3274"
Dpnll RLCA Controle
B1B1 71.23 75.56
B1B2 26.03 20.00
B2B2 2.74 4.44
MAF (B2) 0.15 0.1444
p 0.556 0.2060"

(*) Teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg.

(=Tabela 3). Finalmente, a combinag¢do dos genétipos CC +
B1B1 foi mais frequente nos controles do que no grupo RLCA,
e associada a um efeito protetor (OR=83,3 /| 16,7=5). Os
genoétipos TT, B2B2 estavam ausentes entre 0s participantes.

Discussao

Embora as alteragdes biol6gicas subjacentes ao aumento do
risco de lesdo esportiva do LCA ainda ndo tenham sido
descobertas, a predisposi¢do genética de atletas para ruptu-
ras do LCA é um conhecimento consolidado.'®1?

O gene COL5A1, localizado em 9q34.2-q34.3, contém 66
exons distribuidos em 150 kb de gDNA e codifica a cadeia 1
do colageno tipo V.20

0 gene COL5A1 codifica uma cadeia proteica no colageno
tipo V, que se encontra em ligamentos e tenddes, e mutagdes
dentro dele sdo apontadas como causa responsavel pelo
aumento do risco de ruptura do LCA.1%:21

Examinamos a associag¢do entre os polimorfismos COL5A1
rs12722 C/T (BstUI RFLP) e COL5A1 rs13946 B1/B2 (Dpnll)
individualmente e como haplétipos com risco de ruptura do
ligamento cruzado anterior em atletas masculinos e femini-
nos competindo em esportes coletivos de contato/sem
contato.

Nossos resultados mostram uma frequéncia menor do
geno6tipo COL5A1 BstUI C/C no Grupo RLCA em comparag¢do
com o grupo Controle. Nenhuma diferenca significativa na
distribuicdo de genétipos ou frequéncias alélicas de COL5A1
Dpnll foi observada.

Posthumus et al.?' encontraram um genétipo C/C sub-

representado de COL5A1 BstUI RFLP em mulheres caucasia-
nas, mas ndo em homens com rupturas de LCA diagnostica-
das cirurgicamente recrutados de clubes esportivos e
recreativos.

Em esquiadores amadores do sexo masculino, Stepiefi-
Stodkowska et al.?? ndo observaram diferencas significativas
na distribuicdo genotipica ou nas frequéncias alélicas dos
polimorfismos C/T C/T COL5A1 BstUI RFLP (rs 12722) e
COL5A1 Dpnll RFLP (rs 13946) entre o grupo RLCA e o grupo
controle. Esses autores encontraram uma tendéncia de sub-
representacdo do haplé6tipo G-T no grupo RLCA em compa-
racdo aos controles.

Luliska-Kuklik et al.>> encontraram uma diminuicio sig-
nificativa na frequéncia no modelo dominante do genétipo
C/C para o gene COL5A1 rs13946 em jogadores profissionais
de futebol do sexo masculino com ruptura primaria do LCA
diagnosticada cirurgicamente.

Em nosso estudo, os atletas dos grupos RLCA e controle
foram pareados por idade, altura, peso corporal, IMC, esporte
e duracdo de sua carreira esportiva. Quanto mais longa a
carreira esportiva, maior o risco de exposi¢do ao trauma.

Além de apresentar maior frequéncia do genétipo C/C, os
atletas do Grupo Controle tém uma carreira esportiva mais
longa do que os do Grupo RLCA: com cautela devido ao
pequeno nimero de sujeitos, hipotetizamos um efeito pro-
tetor do C Genétipo /C, especialmente se associado a B1B1
(CC, B1B1 OR protetor =83,3 / 16,7 =5).

Da mesma maneira, Posthumus et al.>* encontraram um
aumento significativo dependente da idade na distribuicdo
do gendtipo COL5A1 BstUI RFLP C/C no Grupo de atividade
fisica do sexo masculino, assintomatico para lesées muscu-
loesqueléticas de tecidos moles (sem histérico relatado de
lesdes tendineas). Segundo esses autores, prolongar o tempo
de exposicdo ao risco extrinseco de lesdo seleciona indivi-
duos geneticamente de baixo risco de lesdo, que serdo
encontrados em maior ndmero entre os assintomaticos
mais velhos do que nos assintomaticos mais jovens.

O polimorfismo COL5A1 BstUI RFLP C/C pode desempe-
nhar um papel no aumento da duragdo da carreira esportiva
dos atletas.

Ndo esta claro qual expressdo fenotipica dos polimorfis-
mos do gene COL5A1 pode estar associada a um risco
aumentado de ruptura do LCA.

Na SED, varias mutagdes do gene COL5A1 ocorrem simul-
taneamente com caracteristicas clinicas especificas.'® O
tecido conjuntivo desses pacientes apresenta alteracoes
estruturais e frouxiddo ligamentar causando diferentes graus
de hipermobilidade articular.

Tabela 3 Frequéncias Genotipicas do Grupo RLCA e do Grupo Controle

RLCA Controle p
COL5A1 BstUI% (CC; CT; TT) 23,8;61,0; 79,2 (0.954) 76,2; 39,0; 20,8 (0.368) 0.001°
COL5AT1 Dpnll% (B1B1; B1B2; B2B2) 60,8;66,7; 50,0 (0.990) 39,2;33, 3; 50,0 (0.497) 0.952°

(°) Teste qui-quadrado.
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A hipermobilidade tem sido implicada na lesdo do LCA*® e a
propriocep¢do articular dos membros inferiores é reduzida
naqueles com sindrome de hipermobilidade articular
benigna?®: nenhuma correlagio foi descrita entre os polimor-
fismos COL5A1 BstUI RFLP e COL5A1 Dpnll com aumento da
frouxiddo ligamentar. Investigacdes futuras devem incluir a
busca de uma associagdo entre altera¢des na mobilidade arti-
cular ou tensdo ligamentar e a presenca desses polimorfismos.

Em um estudo retrospectivo de associacdo caso-controle
genético, O’Connell et al.”” encontraram o genétipo COL5A1
C/C significativamente super-representado em atletas de
triatlon e ultramaratona sem histérico de caibras musculares
associadas ao exercicio (CMAE) em compara¢do com atletas
com histérico de CMAE. A eficiéncia dos misculos flexores do
joelho, dos musculos abdutores do quadril e dos masculos
estabilizadores do tronco previne lesdes do LCA.%8

De acordo com Collins and Posthumus,?’ o genétipo
COL5A1 rs12722 TT esta associado a uma produgdo exce-
dente de colageno V com maior risco de algumas lesdes
musculoesqueléticas devido a alteragdes estruturais das
fibrilas de colageno nas fibrilas de colageno e alteracdes
nas propriedades dos tecidos moles.

Laguette et al.> demonstraram maior estabilidade do
mRNA COL5A1 (codificando para a1(V)) no genétipo C/T e
especularam que pequenas mudancas na estabilidade do
mRNA COL5A1, mesmo que dentro da faixa fisiolégica nor-
mal, poderiam resultar em variagdo interindividual na fibri-
logénese; portanto, uma vulnerabilidade diferente a lesdes
musculoesqueléticas dependentes de COL5A1. Teorizamos
que, no grupo de estudo (Grupo RLCA), a frequente exposi¢ao
do LCA a estresses anormais durante a pratica de esportes
coletivos revela a suscetibilidade relativa do LCA dos atletas
com genétipo C/T.

Conforme relatado por Smith et a mais trés fatores
genéticos podem estar associados ao aumento da fragilidade
ligamentar: 1) gen6tipo TT do COL1A1 Sp1, polimorfismo do
sitio de ligacdo. O gene COL1A1 codifica uma cadeia de
proteina dentro do colageno tipo I, um importante compo-
nente estrutural dos ligamentos; 2) o genétipo AA do poli-
morfismo COL12A1 Alul (somente em mulheres). Esse gene
codifica as cadeias de proteina no colageno tipo XII, que se
acredita regular o didmetro das fibrilas nos ligamentos; 3) a
regido cromossdmica 11q22, onde estdo localizados varios
genes de metaloproteinases da matriz de mediadores fisio-
légicos da clivagem e remocgdo do colageno.

A dependéncia genética miltipla da susceptibilidade a
ruptura do LCA pode sugerir alteracdes de varredura em
multiplos genes.

A principal limita¢do do presente trabalho é representada
pelo pequeno ndmero de atletas incluidos no estudo, o que
impossibilitou a andlise de diferengas entre os géneros. O
desenvolvimento de ferramentas clinicas ou laboratoriais
que identifiquem individuos com grande risco para essa
lesdo musculoesquelética comum, facilitaria uma maior
conscientizacdo das pessoas sobre sua prépria exposicao a
uma ruptura do LCA. Além disso, seria (til para definir a
melhor escolha terapéutica apés o diagnéstico de ruptura
primdria do LCA.

119
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Conclusoes

0 gene COL5A1 pode ser um dos fatores genéticos associados
a RLCA em esportes coletivos. Os polimorfismos COL5A1 C/C
fornecem um efeito protetor contra RLCA em ambos os sexos.
Carreira esportiva mais longa ligada a uma frequéncia
aumentada de COL5A1 BstUI RFLP C/C.
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