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Resumo 

 

Afecções musculoesqueléticas são consideradas a causa mais comum de dor 

prolongada e de incapacidade física, e afetam todas as faixas etárias e gêneros e 

em todas as classes sociodemográficas. O ligamento cruzado anterior e o menisco 

medial estão entre as principais estruturas acometidas durante um processo de 

lesão não-traumático. A curto prazo essas lesões podem causar instabilidade do 

joelho e a longo prazo podem ser fator de risco para desenvolver osteoartrose. 

Sabe-se que as lesões de ligamento cruzado anterior e lesão do menisco medial 

ocorrem por um conjunto de fatores, intrínsecos e extrínsecos, caracterizando uma 

doença multifatorial. Fatores genéticos já vem sido associados a essas ou outras 

afecções musculoesqueléticas, mostrando a importância da investigação de genes 

envolvidos no processo de degeneração e regeneração da matriz extracelular 

desses tecidos. O presente estudo buscou identificar 75 variantes genéticas de 

genes da matriz extracelular associados ao risco de desenvolvimento de lesão do 

ligamento cruzado anterior e 23 variantes genéticas de genes da matriz extracelular 

associadas ao risco de desenvolvimento de lesão do menisco medial. Para isso, 

estudamos 92 indivíduos com lesão de ligamento cruzado anterior confirmado 

através de diagnóstico por imagem ou durante o momento da artroscopia e 293 

indivíduos controles sem lesão de ligamento cruzado anterior. Adicionalmente, 

também avaliamos 62 indivíduos com lesão do menisco medial e 308 indivíduos 

controles sem lesão do menisco medial. A análise de polimorfismos foi realizada 

através da técnica de PCR em tempo real utilizando-se Sondas TaqMan® para 

discriminação alélica. Foi observada associação de rs2285053 (MMP2; p= 0,024; 

OR: 4,67; IC: 1,28-17,05), rs185819 (TNXB; p= 0,01; OR: 0,58; IC: 0,38-0,89) e 

rs10434 (VEGFA; p= 0,00091; OR: 2,36; IC: 1,19-4,66) com o desenvolvimento da 

lesão de ligamento cruzado anterior. Adicionalmente encontramos associação dos 

haplotipos C/G/G (rs rs411717/ rs2521206/ rs42524; p=0,0084; OR: 2,54; IC: 1,28 – 

5,07) em COL1A2, C/T (rs2288393/ rs1800449; p=0,027; OR: 0,11; IC: 0,01 – 0,77) 

em LOX e A/C/T/T (rs2894232/rs34214527/rs185819/rs1009382; p=0,0054; OR: 

0,29; IC: 0,13 – 0,69) em TNXB. Observamos a associação de rs3106796 (COL3A1; 

p=0,004; OR: 5,18; IC: 1,70 – 15,78) e rs17576 (MMP9; p=0,041; OR: 0,50; IC: 0,26-

0,98). Encontramos associação do desenvolvimento da lesão de menisco medial 
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com os haplótipos G/G (rs1800255/rs3106796; p=0,02; OR: 2,04; IC: 1,12 - 3,71) em 

COL3A1 e C/T (rs679620/rs522616; p=0,013; OR: 2,07; IC: 1,17 – 3,65) em MMP3. 

Portanto, os polimorfismos rs2285053 (MMP2) e rs10434 (VEGFA) estão associados 

ao desenvolvimento da lesão de LCA, assim como haplótipos dos genes COL1A2, 

LOX  e TNXB .Enquanto os polimorfismos rs3106796 (COL3A1) e rs17576 (MMP9) 

e haplotipos dos genes COL3A1 e MMP3 estão associado ao desenvolvimento da 

lesão de menisco medial.  
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1  INTRODUÇÃO 

O tecido musculoesquelético é conhecido por abranger tendões e ligamentos 

responsáveis principalmente por realizar a comunicação entre musculo-musculo, 

musculo-esqueleto, ou esqueleto-esqueleto. A ligação entre esses tecidos permite o 

que organismo possa realizar, principalmente, a movimentação dos membros 

locomotivos. O tecido musculoesquelético é composto por uma baixa quantidade de 

células, entretanto, possui uma matriz extracelular rica em fibrilas, fibras colágenas, 

e outras moléculas. 

Lesões do tecido musculoesquelético podem acometer indivíduos de ambos 

os gêneros, em qualquer idade e independente da classe social. É comum a 

ocorrência de lesões em ligamentos e tendões que fazem a movimentação ou 

sustentação do corpo, como por exemplo, lesões abrangendo o tendão de Aquiles, 

tendão supraespinhal ou ligamento cruzado anterior. Da mesma forma, outros 

componentes cartilaginosos como meniscos interligamentares também podem sofrer 

lesões por excesso de carga. A lesão pode resultar em dor, incômodo e por vezes, 

disfunção da região, afetando a movimentação do membro afetado.  

Sabe-se que a prática de exercícios é benéfica para a saúde, entretanto, a 

exposição a esportes de alto impacto pode influenciar no desenvolvimento de lesões 

não traumáticas em articulações que realizam a movimentação dos membros 

locomotivos.  

Adicionalmente, é conhecido que as afecções musculoesqueléticas 

apresentam um grande impacto na qualidade de vida dos afetados. Em termos 

físicos e psicossociais, as afecções musculoesqueléticas influenciam a qualidade de 

vida dos indivíduos afetados, de seus familiares e em suas carreiras profissionais 

devido a limitações nas atividades diárias.  

De forma geral, mortes por afecções musculoesqueléticas não são 

relatadas, porém, alguns distúrbios musculoesqueléticos como osteoporose, artrite 

reumatóide e lesões não traumáticas de articulações dos membros superiores ou 

inferiores juntamente com o acesso inadequado ao tratamento e situação social 

carente estão associados à diminuição da expectativa de vida. 

Entre as articulações, o joelho é uma das regiões mais afetadas por lesões 

não traumáticas e é composto por vários ligamentos e outros componentes 

articulares. O ligamento cruzado anterior (LCA) é uma estrutura da articulação do 
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joelho que tem como função realizar a estabilidade da articulação permitindo a 

existência de um limite para o movimento de translação da tíbia em relação ao 

fêmur, além de ser uma das estruturas responsáveis por prevenir a hiperextensão do 

joelho. 

Adicionalmente, um exemplo de outro componente articular importante do 

joelho é a presença de estruturas chamadas meniscos que possuem como função 

constituir uma área de contato entre a tíbia e o fêmur, auxiliar na absorção de 

choque, influenciar na melhor distribuição de carga, além de auxiliar na estabilidade 

da articulação. Apesar de serem estruturas de composição igual, possuem formas 

diferentes e são conhecidos como menisco lateral e menisco medial (MM). 

As duas estruturas citadas, LCA e MM são componentes articulares que 

possuem alta incidência a desenvolver lesão não traumática. As lesões que 

acometem estruturas como o LCA ou o MM podem ser ocasionadas durante um 

movimento brusco no qual a rotação do joelho é realizada de forma desequilibrada, 

podendo romper parcial ou totalmente essas estruturas. Essas lesões podem 

também estar associadas a outras lesões prévias. 

As lesões não traumáticas de tecido musculoesquelético são conhecidas por 

envolver determinados fatores extrínsecos (ambientais), como por exemplo a prática 

de atividade física e a presença de comorbidades associadas. Entretanto, fatores 

intrínsecos possivelmente atrelados ao desenvolvimento das lesões foi pouco 

estudado até o momento. A predisposição genética ao desenvolvimento de afecções 

ortopédicas vem sido estudadas nos últimos anos por alguns grupos 

multidisciplinares com o intuito de identificar possíveis polimorfismos (variantes 

genéticas) de genes possivelmente envolvidos no processo de desenvolvimento de 

lesões de tendões e ligamentos. 

Genes que atuam na matriz extracelular (MEC) do tecido 

musculoesquelético tem como função realizar a manutenção do tecido através do 

equilíbrio do processo de degeneração e regeneração. A homeostase da MEC 

permite a capacidade de resistir à força mecânica externa e auxilia no reparo de 

pequenas lesões. 

A expressão dos genes presentes na MEC do tecido estudado pode ser 

alterada por variantes genéticas chamadas de polimorfismos. Um dos tipos de 
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polimorfismos mais bem estudados são os Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) 

que consistem na troca de um nucleotídeo em determinado loci.  

Alguns estudos demonstraram a relação entre SNPs de genes da MEC e 

desenvolvimento de lesão do tecido musculo esquelético. A lesão no tendão de 

Aquiles, lesão do manguito rotador e desenvolvimento de capsulite adesiva mostram 

que alterações no DNA podem influenciar a susceptibilidade de um indivíduo 

desenvolver lesões ortopédicas, caracterizando essas afecções como de origem 

multifatorial.  

A investigação de fatores intrínsecos como a identificação de polimorfismos 

de genes da MEC associados à susceptibilidade de desenvolver lesão de LCA ou 

MM, a longo prazo, poderá auxiliar na determinação mais precisa do prognóstico e 

no estabelecimento de uma conduta terapêutica mais precisa e individualizada. 
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2  OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

▪ Avaliar o papel de polimorfismos de genes da matriz extracelular em amostras 

de pacientes com e sem lesão do ligamento cruzado anterior e pacientes com e 

sem lesão do menisco medial 

2.2. Objetivos específicos 

▪ Comparar as frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos dos genes 

COL1A1 (rs1800012), COL1A2 (rs42524), COL2A1 (rs3737548 e rs2276455), 

COL3A1 (rs1800255 e rs3106796), COL5A1 (rs3196378 e rs12722), COL12A1 

(rs240736 e rs970547), FN1 (rs6728999), TNC (rs2104772), TNXB (rs185819 e 

rs1009382), COMP (rs12327738 e rs28494505), PLOD1 (rs2273285), PLOD2 

(rs6710) e LOX (rs1800449), FGF2 (rs1476217 e rs3747676), FGF3 (rs308395), 

FGF5 (rs6838203 e rs3733336), FGFR1 (rs13317 e rs2467531), GHR 

(rs4590183 e rs6180), IGF1 (rs35767, rs6220 e rs6214), LUM (rs2268578), 

PDGFB (rs5757577), PDGFC (rs1425486), PDGFRB (rs2229562), THBS4 

(rs404375 e rs438042), VEGFA (rs2010963, rs10434 e rs699947), VEGFC 

(rs3775203), VEGFD (rs6632528), ACAN (rs2351491), BGN (rs1042103), DCN 

(rs516115 e rs3138167), FMOD (rs7543148), COL1A1 (rs2075559 e rs2696247), 

COL1A2 (rs411717 e rs2521206), COL2A1 (rs954326 e rs1635529), COL3A1 

(rs1800255), COL5A1 (rs13946, rs1134170 e rs4504708), COMP (rs35359254), 

FN1 (rs11651 e rs1263), LOX (rs2288393), TNC (rs7035322, rs13321 e 

rs1330363) e TNXB (rs2894232 e rs34214527) entre pacientes com lesão do 

LCA e indivíduos controles, além de verificar se a população estudada encontra-

se em Equilíbrio de Hardy-Weinberg 

▪ Comparar as frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos de COL1A1 

(rs1800012), COL1A2 (rs42524), COL2A1 (rs3737548 e rs2276455), COL3A1 

(rs1800255 e rs3106796), FN1 (rs6728999), TNC (rs2104772), TNXB (rs185819 

e rs1009382), COMP (rs12327738 e rs28494505), PLOD1 (rs2273285), PLOD2 

(rs6710) e LOX (rs1800449), entre pacientes com lesão do menisco e indivíduos 

controles, além de verificar se a população estudada encontra-se em Equilíbrio 

de Hardy-Weinberg.   
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3  REVISÃO DA LITERATURA 

3.1. Joelho 

O joelho é composto por duas articulações principais chamadas de 

tibiofemorais e patelofemoral. A primeira articulação citada permite a distribuição do 

peso do corpo de forma equilibrada. Já a articulação patelofemoral juntamente com 

o musculo quadríceps atuam para dissipar o impulso para frente durante o início do 

processo de marcha(1) 

 

 

Figura 1 - Anatomia do joelho.  

Estruturas do joelho (Imagem modificada de: <https://www.physio-

pedia.com/images/7/7b/Structures_of_the_knee.png>). 

 

3.1.1. Ligamento cruzado anterior (LCA) 

O ligamento cruzado anterior possui sua origem na superfície póstero-lateral 

do intercondilo e se estende distalmente e anteriormente até inserir-se na eminencia 

intercondilar (1). A estrutura do LCA varia de 25 a 35 mm de comprimento, 

aproximadamente 10 mm de largura. São compostos por tecido conjuntivo denso de 
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cor branca-prateada, esse tipo de tecido são de consistência dura e pouco maleável. 

Os ligamentos de forma geral, contém fibroblastos que são responsáveis pela 

formação de fibras de colágenos, principal componente da matriz extracelular desse 

tecido. As fibras de colágenos estão agrupadas de forma regular e de forma paralela 

entre si, formando um arranjo que oferece resistência mecânica para movimentos de 

extensão do joelho. Entre os 28 tipos de fibras de colágeno, os tipos I e III são os 

mais presentes no LCA, além de outros componentes da MEC principalmente 

proteoglicanos e outros compostos (1, 2).  

O LCA permite uma prevenção a hiperextensão do joelho, uma vez que 

durante uma extensão completa se aproxima da superfície intercondilar e impedindo 

a extensão exacerbada(1). O LCA é também uma das estruturas responsáveis pela 

resistência a translação anterior do joelho, assim como orienta a rotação da tíbia 

durante o mecanismo “screw-home” quando o joelho é estendido, e também atua na 

translação durante a rotação axial da tíbia (1). 

 

3.1.2. Meniscos 

Os meniscos localizam-se entre os côndilos do fêmur e a superfície da tíbia, 

sçao estruturas macias de cor esbranquiçada, possuem formato semicircular 

transversalmente, superfície superior ligeiramente convexa e superfície lateral fina 

(1, 3, 4). 

As células que compõem a estrutura dos meniscos são os fibrocondrócitos, 

que possuem uma mistura morfológica de fibroblastos e condrócitos. 

Estruturalmente, as células que compões a superfície dos meniscos tendem a ter 

aparência mais próxima dos fibroblastos, enquanto as células mais internas do 

menisco possuem mais características de condrócitos(1, 3, 5). 

A MEC dos meniscos é constituída principalmente de água e colágeno, 

sendo uma pequena porcentagem composta de proteoglicanos, proteínas não-

colagenosas e glicoproteínas (5). O colágeno do tipo I é predominante na MEC dos 

meniscos, seguida dos tipos II, III, V e VI. As fibras de colágeno se compõem a fim 

de prover a integridade estrutural dos meniscos. Os proteoglicanos presentes na 

MEC atuam provendo hidratação do tecido permitindo, dessa forma, a alta 

resistência a peso que a estrutura compõe (3, 5). 
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A estrutura dos meniscos garante um importante papel durante o choque de 

absorção, auxilia na nutrição e lubrificação do joelho, além de auxiliar no transporte 

de fluidos a estruturas avasculares através da comunicação via microcanais.(5) 

 

3.2. Lesão do ligamento cruzado anterior 

 

O LCA está entre as principais estruturas lesionadas no joelho e ocorre em 

aproximadamente 70% da população que pratica alguma atividade física (6). Nos 

Estados Unidos, estima-se que mais de 200 000 casos de lesão do LCA, sendo que 

metade desses casos requerem a realização de artroscopia, cirurgia para 

reconstrução do LCA (7, 8). A reconstrução desse ligamento é realizada através da 

artroscopia como tratamento (9). Sabe-se que a reconstrução do LCA foi um dos 

procedimentos ortopédicos mais comuns (6, 10). 

Sabe-se que a lesão do LCA possui alta incidência em jovens ativos, 

principalmente entre mulheres (11). A curto prazo a ruptura do LCA pode ocasionar 

instabilidade e a longo prazo pode influenciar no desenvolvimento de doenças 

degenerativas do joelho, como por exemplo, a osteoartrose (12). Apesar da 

reconstrução do LCA ou de tratamento conservador (reabilitação e modificação de 

atividades disicas), estudos mostram que os indivíduos afetados por essa afecção 

são mais frequentemente acometidos pelo desenvolvimento de osteoartrose no 

futuro (11). Atualmente, a osteoartrose é considerada um problema de saúde pública 

por se tratar da doença mais prevalente e a causa isolada mais comum de 

incapacidade em indivíduos acima dos 18 anos (13, 14). Observou-se um aumento 

da incidência e prevalência da osteoartrite de acordo com o aumento da idade, 

acomedendo mais que o dobro de indivíduos quando comparado a doenças 

cardíacas (13, 14) e sendo um dos principais gastos com saúde nos Estados 

Unidos, gerando 65 bilhões de gastos no ano de 2000 (15). 

A lesão do LCA ocorre por um mecanismo não traumático, geralmente 

torcional e durante a pratica esportiva(16, 17). Um dos esportes que mais apresenta 

risco de limitação profissional e lesões de LCA é o futebol, esporte comumente 

praticado no Brasil (16-18)  

Diversos estudos foram realizados para determinar possíveis fatores de risco 

para o desenvolvimento de lesão de LCA e assim auxiliar a desenvolver estratégias 
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de prevenção(16, 19). Com isso, é consenso que a lesão do LCA é considerada uma 

doença multifatorial, com uma inter-relação complexa entre os principais fatores de 

risco (20).  

Mulheres possuem maior incidência a lesões do LCA (20), já que 

apresentam menor LCA, resultando em menor rigidez linear, menor capacidade de 

alongamento antes de romper e menor energia de absorção, além de possui mais 

chances de romper quando submetido a cargas menores. Além disso, mulheres 

também apresentam maior frouxidão ligamentar e rigidez muscular reduzida e as 

diferenças hormonais também influenciam na fisiologia do tecido ligamentar (20). A 

etnia dos indivíduos também deve ser considerada como fator de risco para o 

desenvolvimento de lesão do LCA. Trojian e Collins (21) reportaram que atletas de 

origem caucasiana apresentam 6.6 vezes mais frequentemente lesões do LCA em 

comparação com outros grupos étnicos. No entanto, o número de pacientes 

diagnosticados com lesão desse ligamento era pequeno (N=9), e a classificação de 

etnia foi dada de acordo com a origem ancestral, e não com base em marcadores 

moleculares. Esses resultados sugerem que análises multivariadas com o intuito de 

identificar fatores de risco para lesões do LCA devem ser ajustadas não somente por 

sexo e faixa etária (ou mesmo desenvolver modelos separado para tais elementos), 

mas também por etnia. Cabe ressaltar que a Hipermobilidade Generalizada Articular 

(HGA), um dos possíveis fatores de risco para lesão do LCA, varia de acordo com a 

etnia (22-24). 

Alguns estudos da literatura sugerem que a HGA é um fator de risco para 

lesão do LCA. Kramer e colaboradores (25) observaram que pacientes com histórico 

de lesões desse ligamento apresentavam maior frouxidão generalizada, além de 

maior geno recurvato e menor flexibilidade da banda iliotibial. No entanto, somente 

33 casos e 33 controles foram analisados nesse estudo. Uhorchak e colaboradores 

(26) descreveram que mulheres atletas com menor restrição passiva do movimento 

articular, indicado pela HGA maior que um desvio padrão da média, tinham risco 

aumentado de lesão do LCA. Porém, somente 24 de 895 indivíduos avaliados 

possuíam esse tipo de lesão. Ramesh e colaboradores (27), em um estudo maior 

com 169 pacientes com lesão do LCA e 169 controles pareados por gênero e idade, 

observaram que lesões do LCA eram mais frequentes em pacientes com HGA, 

especificamente do que naqueles com maior frouxidão da articulação do joelho. 
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Embora alguns autores reportem que há evidências suficientes na literatura 

que sugerem que a via final de uma lesão do LCA sem contato é a hiperextensão de 

joelho (28, 29), poucos casos de lesões do LCA, com exceção do estudo de Ramesh 

e colaboradores (27), foram avaliados em estudos anteriores. Dessa forma, ainda é 

necessário validar os resultados de Ramesh e, principalmente, realizar análises 

ajustando os resultados não somente por sexo e idade, mas também por etnia, uma 

co-variável bem descrita para HGA. 

Algumas décadas atrás estudos demonstraram que existe predisposição 

familiar para a ruptura do LCA (12, 30-32). Harner e colaboradores observaram que 

35% dos pacientes com lesão de LCA possuíam histórico familiar de ruptura do 

ligamento, enquanto somente 4% do grupo controle (sem lesão) possuía um 

membro da família afetado (31). Flynn e colaboradores observaram que sujeitos com 

histórico de lesão do LCA possuem duas vezes mais chances de ter um parente de 

primeiro grau afetado do que os do grupo controle sem histórico dessa lesão (32). 

Sugerindo que fatores genéticos estão envolvidos no risco de desenvolver a lesão 

de LCA. Adicionalmente, estudos associaram polimorfismos ao risco de desenvolver 

a doença (33-42).  

Young e colaboradores demonstraram que os níveis de proteínas do tipo 

proteoglicanos eram mais baixas na MEC de amostras com lesão de LCA. Os baixos 

níveis de proteglicanos podem influenciar na regeneração e homeostasia do tecido, 

dificultando a função da estrutura, principalmente para sustentar altas cargas (43). 

 

3.3. Lesão do menisco medial 

 

Lesão dos meniscos estão entre as lesões mais comuns de joelho e podem 

acometer indivíduos de idade  (44). No entanto, lesões meniscais são comuns em 

pacientes jovens e atleticamente ativos, sendo responsáveis por aproximadamente 

15% do total das lesões no joelho nesse grupo populacional (45). A incidência de 

lesões meniscais é de 60 a 70:100.000 indivíduos por ano, com os indivíduos do 

gênero masculino apresentando esse tipo de lesão mais frequentemente do que os 

do gênero feminino (2,5 a 4:1) (45). Devido à alta incidência, as cirurgias de menisco 

estão entre as cirurgias mais comuns realizadas na ortopedia (46, 47). A perda da 

integridade dos meniscos está associada à instabilidade e a rápida e severa 
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degeneração articular(48-50). Embora o mecanismo não seja compreendido, existe 

uma relação entre lesão meniscal e o acometimento inevitável de osteoartrose 

degenerativa (51). Esses dados evidenciam que as lesões meniscais têm um forte 

impacto na saúde de jovens e de idosos. 

Normalmente essas lesões são causadas por eventos traumáticos. Os 

esportes de contato são as principais causa de lesões meniscais, que geralmente 

são observadas em combinação com lesões de ligamentos, especialmente quando o 

menisco medial é envolvido (52). As lesões no menisco medial ocorrem mais 

frequentemente do que as lesões no menisco lateral, e cerca de um terço dessas 

lesões ocorre concomitantemente com lesões do LCA (53). É importante informar 

que pacientes com lesões de menisco e LCA possuem maior risco de desenvolver 

osteoartrose quando comparados a pacientes com ruptura de LCA isolada (59% 

versus 31%) (23). 

As lesões meniscais são frequentemente causadas pelo impacto da torção 

do joelho (52)e são geralmente observadas em jogadores de futebol (53). As lesões 

de menisco também podem ser causadas pela hiperextensão ou hiperflexão do 

joelho, mecanismos que também podem ocorrer durante atividades esportivas.  

A etiologia de lesões de menisco ainda não está totalmente entendida. Uma 

vez que somente os fatores extrínsecos não explicam a ocorrência ou não da lesão 

meniscal, fatores intrínsecos predisponentes podem influenciar o risco para 

ocorrência dessas lesões. Grupos com maior idade, com obesidade e com músculo 

quadríceps fraco apresentam maior risco para lesões do menisco (54-57). Englund e 

colaboradores (55) reportaram que o alargamento de 5 ou mais articulações 

iterfalangeanas e o mal alinhamento em varo do joelho também são possíveis 

fatores de risco para lesão meniscal, porém esses achados ainda não foram 

confirmados em outras populações. 

Adicionalmente, Sturup e colaboradores (58) reportaram uma associação 

entre hipermobilidade anteroposterior do joelho e lesão do menisco medial (N=17), 

sugerindo que a frouxidão ligamentar pode ser um fator de risco para lesão 

meniscal. Baker colaboradores (54) descreveram uma associação entre a HGA e 

lesões degenerativas do menisco independentemente da atividade ocupacional, 

prática esportiva e obesidade. Porém, esse estudo ainda precisa ser reproduzido em 
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outras populações para confirmar se a HGA, assim como a frouxidão ligamentar, são 

fatores de risco para lesão do menisco em modelos de análise multivariada. 

Mais estudos são necessários para identificar fatores intrínsecos 

relacionados à etiopatologia de lesões meniscais. Fatores genéticos também podem 

estar associados ao risco dessas lesões, como já reportado para HGA e para outras 

lesões ortopédicas, incluindo osteoartrose e lesão da LCA.  
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4  MÉTODOS 

4.1. Casuística 

Foram incluídos no grupo caso indivíduos: de ambos os gêneros; acima de 18 

anos; com diagnóstico de lesão das articulações LCA ou MM por meio de avaliação 

clínica ou de imagem; com lesão total confirmada no momento da cirurgia (59). 

Os pacientes foram recrutados no serviço de Ortopedia e Traumatologia do 

Hospital São Paulo (HSP) da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) entre 

2013 e 2016. Os pacientes obtiveram diagnóstico por médicos do nosso grupo de 

pesquisa através de exame clínico ou no momento da realização da artroscopia. 

Dessa forma, foram obtidas amostras de sangue de 238 pacientes com lesão do 

ligamento cruzado anterior e de 171 pacientes com lesão do menisco medial.  

Para constituir o grupo controle entrevistamos pacientes também 

provenientes do HSP, entretanto, atendendo aos seguintes critérios de inclusão: ser 

fisicamente ativo; ter capacidade funcional do joelho e das demais articulações; não 

possuir histórico de diagnóstico clinico de lesão de articulações e não possuir 

histórico familiar de lesão de LCA ou MM; assim como não ter histórico de 

tratamento cirúrgico para lesão de articulações. Dessa forma, foram obtidas 

amostras de sangue de 1042 indivíduos saudáveis (voluntários). 

Todos os indivíduos que participaram deste estudo responderam a um 

questionário geral autoaplicável abordando, dados como peso, altura, presença de 

comorbidades clínicas, histórico individual e familiar de lesões do sistema 

musculoesquelético, uso de medicamentos contínuos, etc. (Anexo 1) com a 

supervisão de um dos participantes do grupo de pesquisa. Além disso, todos os 

participantes responderam ao questionário de Avaliação de Hiperfrouxidão 

ligamentar Generalizada (Anexo 2) 

O estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa (CEP) da UNIFESP 

(CEP nº 965.530, Apêndice 1). O termo de consentimento livre e esclarecido 

assinado foi obtido de todos os pacientes antes da coleta das amostras de sangue 

(Apêndice 2). 
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4.2. Amostras 

4.2.1. Sangue Periférico 

Amostras de sangue periférico foram obtidas de todos os indivíduos 

avaliados. As amostras de sangue foram coletadas em tubos à vácuo contendo o 

anticoagulante etilenodiaminotetracético (EDTA). As amostras foram coletadas em 

duplicidade para todos os indivíduos avaliados, resultando em aproximadamente 7 

mililitros (mL) de sangue por paciente ou controle do presente estudo. As amostras 

foram armazenadas em temperatura de 4 ºC até o momento de extração do DNA. 

 

4.3. Extração e quantificação de DNA 

O processo de extração consiste em diferentes etapas de purificação de 

componentes do sangue a fim de obter a precipitação do DNA presente nos 

leucócitos. A extração de DNA foi realizada por meio da utilização do Gentra 

Puregene Kit® (Qiagen, Alemanha) seguindo as recomendações do fabricante.  

Dessa forma, para realizar a etapa de lise de hemácias, homogeneizamos 3 

mL de amostra de sangue periférico com 9 mL de Red Blood Cell Lysis Solution. As 

amostras foram incubadas à temperatura ambiente por 10 minutos (min). Em 

seguida as amostras foram centrifugadas por 10 min a 2.000 gravidades (g). Após o 

processo, o sobrenadante foi cuidadosamente desprezado, restando apenas o pellet 

de leucócitos. Para realizar o processo de lise de leucócitos do pellet foram 

adicionados 3 mL de Cell Lysis Solution. As amostras foram homogeneizadas 

vigorosamente e incubadas à 37 ºC em banho-maria por 30 min. Em seguida, para o 

processo de precipitação de proteínas, foi adicionado 1 mL de Protein Precipitation 

Solution em cada amostra, seguido de homogeneização por agitador do tipo vortex e 

centrifugação a 2.000 g por 10 min.  

Após todo o processo de purificação, o sobrenadante que contém o DNA foi 

transferido para outro tubo contendo 3 mL de isopropanol. Dessa forma, com a 

homogeneização do sobrenadante com o isopropanol obteve-se a precipitação do 

DNA. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 2.000 g por 4 minutos e o 

sobrenadante foi descartado. Foi adicionado 3 mL de etanol 70% em cada amostra 

para realizar a lavagem do pellet de DNA seguido de centrifugação a 2.000 g por 1 

min. O sobrenadante foi descartado e o tubo contendo somente o pellet de DNA foi 
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deixado em repouso à temperatura ambiente por 15 min. Por último, para solubilizar 

o pellet de DNA, foi adicionado 250 µL de DNA Hydration Solution seguido de 

incubação à 37 ºC overnight em banho-maria. 

A qualidade e quantificação do DNA de cada amostra foi determinada a partir 

da utilização de espectrofotômetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientifc, 

Wilmington, EUA). Sendo incluídas no presente estudo somente as amostras com 

relação de absorbância (A)260/A280 nm maior que 1,80. 

 

4.4. Análise de variantes genéticas 

As amostras de DNA foram genotipadas para os polimorfismos mencionados na 

Tabela 1.utilizando-se o método de PCR em tempo real no termociclador Applied 

Biosystems 7500 fast real-time PCR system® (Thermo Scientifc, Wilmington, EUA). 

Sondas TaqMan® e primers comercialmente disponíveis (Thermo Scientifc, 

Wilmington, EUA) foram utilizados para a metodologia mencionada. Informações 

referente aos ensaios utilizados encontram-se na Tabela 1.  

A metodologia de PCR em tempo real consiste na utilização de duas sondas 

alelo-específicas marcadas com duas fluorescências distintas (VIC e FAM). Cada 

fluorescência é específica para um alelo, permitindo a discriminação das duas 

variantes para os SNPs estudados, uma vez que os alelos são discriminados obtém-

se o genótipo do indivíduo avaliado. 

Por tratar-se de investigação de polimorfismos em células de organismos 

diploides, existem 2 alelos possíveis para cada SNP avaliado. Dessa forma, o 

genótipo dos indivíduos estudados pode ser 1) heterozigoto quando houver uma 

cópia de cada alelo possível para aquele determinado SNP ou 2) homozigoto 

quando houver duas cópias de um mesmo alelo, podendo ser homozigoto para alelo 

1 ou homozigoto para o alelo 2 
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Tabela 1. Relação de informações dos polimorfismos utilizados no estudo 

Gene 
Identificação 
do SNP 

Grupo MAF Localização do polimorfismo 

Informações do ensaio utilizado 

Identificação do 
ensaio 

Tipo de ensaio Tipo de SNP 
Sequência 
VIC/FAM 
do ensaio 

ACAN rs2351491 LCA T=0.3500/1753 Chr.15: 88854874 on GRCh38 C__25474736_10 
Funcionalmente 
testado 

Silent Mutation, Transition 
Substitution, Intragenic 

C/T 

BGN rs1126499 LCA T=0.3354/1266  Chr.8: 38468277 on GRCh38 C___2617574_1_ Ensaio validado 
Transition Substitution,Silent Mutation, 
Intragenic 

C/T 

BGN rs1042103 LCA A=0.1727/652 Chr.X: 153508573 on GRCh38 C___8898142_10 
Funcionalmente 
testado 

Transition Substitution, UTR 3, 
Intragenic 

A/G 

COL12A1 rs240736 LCA G=0.2650/1327 
Chr.6: 75138465 - 75138465 on Build 
GRCh38 

C___3278190_10 Validado 
Transition Substitution, Mis-sense 
Mutation, Intragenic 

A/G 

COL12A1 rs970547 LCA C=0.2881/1443 Chr.6:75087586 on Build GRCh38 C___7580617_10 Validado 
Mis-sense Mutation, Transition 
Substitution, Intragenic 

C/T 

COL1A1 rs1800012 LCA e MM A=0.0911/456 Chr.17:50200388 on Build GRCh38 C___7477170_30 
Funcionalmente 
testado 

Intron, Transversion Substitution, 
Intragenic 

A/C 

COL1A1 rs2075559 LCA G=0.4587/2297 Chr.17: 50189930 on GRCh38 
C___1840245_1_  
   

Validado 
Transversion Substitution, Intergenic / 
Unknown, Intragenic 

C/G 

COL1A1 rs2696247 LCA G=0.1989/996 Chr.17: 50192542 on GRCh38 
C__16061186_10  
      

Funcionalmente 
testado 

Intron, Transition Substitution, 
Intragenic 

A/G 

COL1A2 rs42524 LCA e MM C=0.1783/893 Chr.7:94413927 on Build GRCh38 C___2258177_20 
Funcionalmente 
testado 

Intergenic / Unknown, Transversion 
Substitution 

C/G 

COL1A2 rs411717 LCA C=0.4822/2415 Chr.7: 94403719 on GRCh38 
C___2601126_1_  
   

Validado 
Intron, Transition Substitution, 
Intragenic 

C/T 

COL1A2 rs2521206 LCA G=0.3095/1550 Chr.7: 94409875 on GRCh38 
C__22273909_10  
   

Funcionalmente 
testado 

Transition Substitution, Intron, 
Intragenic 

A/G 

COL2A1 rs3737548 LCA e MM T=0.2192/1098 
Chr.12: 47997633 - 47997633 on 
Build GRCh38 

C__25606536_10 
Funcionalmente 
testado 

Intergenic / Unknown, Transversion 
Substitution 

G/T 

COL2A1 rs2276455 LCA e MM A=0.4279/2143 
Chr.12: 47982354 - 47982354 on 
Build GRCh38 

C__15881616_10 Validado 
Transition Substitution, Intron, 
Intragenic 

G/A 
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COL2A1 rs954326 LCA T=0.2784/1394 Chr.12: 48001040 on GRCh38 
C___8725121_10  
      

Funcionalmente 
testado 

Transversion Substitution, Intron, UTR 
5, Intragenic 

G/T 

COL2A1 rs1635529 LCA T=0.2953/1479 Chr.12: 48001319 on GRCh38 
C___8725130_10  
         

Validado 
Transversion Substitution, Intron, UTR 
5, Intragenic 

G/T 

COL3A1 rs3106796 LCA e MM G=0.3708/1857 
Chr.2: 188985047 - 188985047 on 
Build GRCh38 

C___1729164_10 Validado 
Intron, Transition Substitution, 
Intragenic 

A/G 

COL3A1 rs1800255 LCA e MM A=0.2185/1094 Chr.2: 188999354 on GRCh38 C___7477926_10 
Funcionalmente 
testado 

Transition Substitution, Mis-sense 
Mutation, Intragenic 

A/G 

COL5A1 rs3196378 LCA A=0.3253/1629 Chr.9:134843036 on Build GRCh38 C____370253_10 
Funcionalmente 
testado 

Transversion Substitution, UTR 3, 
Intron, Intragenic 

A/C 

COL5A1 rs12722 LCA T=0.3494/1750 Chr.9:134842570 on Build GRCh38 C____370252_20 
Funcionalmente 
testado 

UTR 3, Transition Substitution, Intron, 
Intragenic 

C/T 

COL5A1 rs4504708 LCA G=0.2426/1215 Chr.9: 134844698 on GRCh38 C__25973701_10 
Funcionalmente 
testado 

Intron, UTR 3, Transversion 
Substitution, Intragenic 

G/T 

COL5A1 rs13946 LCA C=0.2486/1245 Chr.9: 134842386 on GRCh38 C___8721600_10 Validado 
UTR 3, Intron, Transition Substitution, 
Intragenic 

C/T 

COL5A1 rs1134170 LCA A=0.3936/1971 Chr.9: 134843428 on GRCh38 C___8721606_20 
Funcionalmente 
testado 

Transversion Substitution, Intron, UTR 
3, Intragenic 

A/T 

COMP rs12327738 LCA e MM A=0.1987/995 Chr.19: 18784408on GRCh38 C__11706140_10 
Funcionalmente 
testado 

Transition Substitution, Intron, 
Intragenic 

A/G 

COMP rs35359254 LCA G=0.1144/573 Chr.19: 18790809 on GRCh38 
C___2544444_10  
  

Funcionalmente 
testado 

Transversion Substitution, Intron, 
Intragenic 

C/G 

COMP  rs28494505 LCA e MM G=0.2222/1113 
Chr.19: 18783001  
on GRCh38 

C__60841844_10 
Funcionalmente 
testado 

Intron, Transition Substitution, 
Intragenic 

A/G 

DCN rs516115 LCA C=0.4105/2056 Chr.12: 91163515 on GRCh38 
C___2309580_10  
      

Funcionalmente 
testado 

Intron, Transition Substitution, 
Intragenic  

C/T 

DCN rs3138167 LCA T=0.1548/775 Chr.12: 91178638 on GRCh38 C___2675820_10   Validado 
Intron, UTR 5, Transition Substitution, 
Intragenic 

C/T 

FGF2 rs1476217 LCA C=0.4824/2416 Chr.4: 122897356 on GRCh38 C___8837787_10 
Funcionalmente 
testado 

Transversion Substitution,UTR 3, 
Intron, Intragenic 

A/C 
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FGF2 rs3747676 LCA C=0.3484/1745 Chr.4: 122896919 on GRCh38 
C__27476294_10  
   

Funcionalmente 
testado 

UTR 3, Intron, Transition Substitution, 
Intragenic 

C/T 

FGF3 rs308395 LCA G=0.3590/1798 Chr.4: 122825787 on GRCh38 C____802990_10 Validado 
Transversion Substitution,Intron, 
Intragenic 

C/G 

FGF5 rs3733336 LCA G=0.2905/1455 Chr.4: 80286809 on GRCh38 
C__25803638_10  
  

Validado 
UTR 3, Transition Substitution, 
Intragenic 

A/G 

FGF5 rs6838203 LCA A=0.2929/1467 Chr.4: 80287838 on GRCh38 
C___1678562_10  
      

Funcionalmente 
testado 

Transversion Substitution, UTR 3, 
Intragenic 

A/T 

FGFR1 rs13317 LCA C=0.2250/1127 Chr.8: 38411996 on GRCh38 C___1358324_10 Validado 
Transition Substitution,UTR 3, Intron, 
Intragenic 

C/T 

FMOD rs7543148 LCA T=0.3500/1753 Chr.1: 203348034 on GRCh38 C___9702305_10 
Funcionalmente 
testado 

Transition Substitution, Silent 
Mutation, Intragenic 

C/T 

FN1 rs6728999 LCA e MM T=0.0351/176 Chr.2: 215370323 on GRCh38 C__25592960_30 
Funcionalmente 
testado 

Intergenic / Unknown, Transition 
Substitutio 

C/T 

FN1 rs11651 LCA G=0.2827/1416 Chr.2: 215364969 on GRCh38 
C_____71462_10  
   

Validado 
Transition Substitution, Intron, Silent 
Mutation, Intragenic 

A/G 

FN1 rs1263 LCA G=0.4734/2371 Chr.2: 215360620 on GRCh38 
C____477058_10  
  

Funcionalmente 
testado 

Intron, UTR 3, Transition Substitution, 
Intragenic 

A/G 

FN1 rs940739 LCA A=0.2913/1459 Chr.2: 215391428on GRCh38 
C___2110678_10  
   

Functionally 
Tested 

Transversion Substitution,Intron, 
Intragenic 

A/T 

GHR rs4590183 LCA C=0.3301/1653 Chr.5: 42626104 on GRCh38 C____423240_10 
Funcionalmente 
testado 

Transition Substitution,Intron, 
Intragenic 

C/T 

GHR rs6180 LCA C=0.3301/1653 Chr.5: 42719137 on GRCh38 C___2841422_10 Validado 
Transversion Substitution,UTR 3, Mis-
sense Mutation, Intragenic 

A/C 

IGF1 rs35767 LCA A=0.3037/1521 Chr.12: 102481791 on GRCh38 C____799146_10 Validado 
Transition Substitution, Intron, Mis-
sense Mutation, Intragenic 

A/G 

IGF1 rs6214 LCA T=0.4269/2138 Chr.12: 102399791 on GRCh38 C__11495137_10 
Funcionalmente 
testado 

Transition Substitution, UTR 3, Intron, 
Intragenic 

C/T 

IGF1 rs6220 LCA G=0.3614/1810 Chr.12: 102400737 on GRCh38 C___2801119_10 
Funcionalmente 
testado 

UTR 3, Intron, Transition Substitution, 
Intragenic 

A/G 

LOX rs1800449 LCA e MM T=0.1567/785 Chr.5:122077513 on Build GRCh38 C___7574719_10 
Funcionalmente 
testado 

Mis-sense Mutation, Intron, Transition 
Substitution, Intragenic 

C/T 
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LOX rs2288393 LCA G=0.1300/651 Chr.5: 122077195 on GRCh38 
C__16184410_10  
  

Funcionalmente 
testado 

Transversion Substitution, UTR 5, 
Intron, Intragenic 

C/G 

LUM rs2268578 LCA A=0.3395/1700 Chr.12: 91107421 on GRCh38 C__15874884_10 
Funcionalmente 
testado 

Intron, Transition Substitution, 
Intragenic 

A/G 

MMP13 rs2252070 LCA e MM C=0.3640/1823 Chr.11:102955810 on Build GRCh38 C__25474083_10 Validated 
Intron, Transition Substitution, 
Intragenic 

C/T 

MMP2 rs243865 LCA e MM T=0.1366/684 Chr.16:55477894 on Build GRCh38 C___3225943_10  
Functionally 
Tested 

Intron, Transition Substitution, 
Intragenic 

C/T 

MMP2 rs2285053 LCA e MM T=0.1512/757 Chr.16:55478465 on Build GRCh38 C__26734093_20 
Functionally 
Tested 

Intron, Transition Substitution, 
Intragenic 

C/T 

MMP2 rs243866 LCA e MM A=0.1344/673 Chr.16:55477625 on Build GRCh38 C___3225942_10 
Functionally 
Tested 

Intergenic / Unknown, Transition 
Substitution 

A/G 

MMP3 rs679620 LCA e MM T=0.3478/1742 Chr.11:102842889 on Build GRCh38 C___3047717_1_ Validated 
Mis-sense Mutation, Transition 
Substitution, Intragenic 

C/T 

MMP3 rs522616 LCA e MM C=0.3153/1579 Chr.11:102844317 on Build GRCh38 C___3047714_10 Validated 
Transition Substitution, Intron, 
Intragenic 

C/T 

MMP9 rs17576 LCA e MM G=0.4555/2281 Chr.20:46011586 on Build GRCh38 C__11655953_10 Validated 
Mis-sense Mutation, Transition 
Substitution, Intrageni 

A/G 

MMP9 rs17577 LCA e MM A=0.1909/956 Chr.20:46014472 on Build GRCh38 C__11655948_1_ Validated 
Intergenic / Unknown, Transition 
Substitution  

A/G 

PDGFB rs5757577 LCA A=0.4920/2464 Chr.22: 39246689 on GRCh38 C___2486095_10 
Funcionalmente 
testado 

Intergenic / Unknown, Transition 
Substitution 

A/G 

PDGFC rs1425486 LCA C=0.4665/2336 Chr.4: 156762533 on GRCh38 
C___1397673_10  
  

Validado 
UTR 3, Transition Substitution, 
Intragenic 

C/T 

PDGFRB rs2229562 LCA C=0.3189/1597 Chr.5: 150115690 on GRCh38 
C___3220594_10  
      

Funcionalmente 
testado 

UTR 3, Transition Substitution, 
Intragenic 

C/T 

PLOD1 rs2273285 LCA e MM T=0.1448/725 Chr.1: 11950412 on GRCh38 C__16178436_10 
Funcionalmente 
testado 

Transversion Substitution, Mis-sense 
Mutation, Intragenic 

G/T 

PLOD2 rs6710 LCA e MM T=0.4888/2448 Chr.3:146070680 on Build GRCh38 C___7554622_10 
Funcionalmente 
testado 

UTR 3, Transition Substitution, 
Intragenic 

C/T 

THBS4 rs438042 LCA A=0.4305/2156 Chr.5: 80056029 on GRCh38 
C___2418401_10  
   

Funcionalmente 
testado 

Transversion Substitution,Silent 
Mutation, Intragenic 

A/T 
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THBS4 rs404375 LCA G=0.4241/2124 Chr.5: 80052936 on GRCh38 
C___2927418_20  
  

Funcionalmente 
testado 

Intron, Transition Substitution, 
Intragenic 

A/G 

TNC rs2104772 LCA e MM A=0.4810/2409 Chr.9: 115046506 on GRCh38 C__16182844_10 Validado 
Intron, Transversion Substitution, Mis-
sense Mutation, Intragenic 

A/T 

TNC rs13321 LCA C=0.3319/1662 Chr.9: 115030304 on GRCh38 C___8787735_1_ Validado 
Transversion Substitution, Mis-sense 
Mutation, Intragenic 

C/G 

TNC rs7035322 LCA A=0.3674/1840 Chr.9: 115024894 on GRCh38 C___1413302_10 
Funcionalmente 
testado 

Transversion Substitution, Intron, 
Intragenic 

A/C 

TNC rs1330363 LCA C=0.4153/2080 Chr.9: 115051711 on GRCh38 C__11844394_10 
Funcionalmente 
testado 

Intron, transition Substitution, 
Intragenic 

C/T 

TNXB rs185819 LCA e MM T=0.4137/2072 Chr.6: 32082290 on GRCh38 C___2412480_1_ Validado 
Intergenic / Unknown, Transition 
Substitution 

C/T 

TNXB rs1009382 LCA e MM C=0.3039/1522 Chr.6: 32058330 on GRCh38 C___7515455_20 
Funcionalmente 
testado 

Mis-sense Mutation, Transition 
Substitution, Intron, ntragenic 

C/T 

TNXB rs2894232 LCA G=0.1827/915 Chr.6: 32043867 on GRCh38 C__27301835_10   
Funcionalmente 
testado 

Silent Mutation, Intron, Transition 
Substitution, Intragenic 

A/G 

TNXB rs34214527 LCA T=0.1212/607 Chr.6: 32046679 on GRCh38 
C__27301843_10  
   

Funcionalmente 
testado 

Intron, Transition Substitution, 
Intragenic 

C/T 

VEGFA rs699947 LCA A=0.3245/1625 Chr.6: 43768652 on GRCh38 C___8311602_10 
Funcionalmente 
testado 

Transversion Substitution,Intergenic / 
Unknown, Intragenic 

A/C 

VEGFA rs10434 LCA A=0.3476/1741 Chr.6: 43785475 on GRCh38 
C___1647360_20  
  

Validado 
UTR 3, Transition Substitution, 
Intragenic 

A/G 

VEGFA rs2010963 LCA C=0.3261/1633 Chr.6: 43770613 on GRCh38 C___8311614_10 Validado 
Transversion Substitution, UTR 5, 
Intron, Intragenic 

C/G 

VEGFC rs3775203 LCA T=0.3802/1904 Chr.4: 176689877 on GRCh38 C__27514771_10 
Funcionalmente 
testado 

Transversion Substitution, Intron, 
Intragenic 

G/T 

VEGFD rs6632528 LCA C=0.3881/1465 Chr.X: 15384276 on GRCh38 C__27834564_10   
Funcionalmente 
testado 

UTR 5, Intron, Transition Substitution, 
Intragenic 

C/T 

SNP: Polimorfismo de nucleotídeo único; MAF: Frequência do alelo raro; LCA: grupo de indivíduos com lesão do ligamento cruzado anterior; MM: grupo de 
indivíduos com lesão do menisco medial. 



Durante a etapa de anelamento, as sondas ligam-se à sequência de DNA 

complementar desnaturada, pareando-se com os primers foward e reverse. Na 

etapa de amplificação do DNA, as sondas que estiverem ligadas de modo alelo-

específico são degradadas pela ação de exonuclease 5’-3’ da Taq DNA polimerase. 

O processo de clivagem libera o corante repórter da sonda, e dessa forma, a 

fluorescência causada por essa ação é detectada pelo termociclador para a análise 

em tempo real. A fluorescência detectada pelo equipamento é identificada, sendo 

possível a discriminação alélica de cada amostra (Figura 2) 

 

 

Figura 2. Discriminação Alélica. A) Representação de discriminação alélica geral (Allelic 
Discrimination Plot) de um grupo de amostras para determinado SNP. Observamos, em vermelho: 
amostras de indivíduos homozigotos para o alelo 1 (Alelo 1/Alelo 1), em azul: amostras de indivíduos 
homozigotos para o alelo 2 (Alelo 2/Alelo 2), e em verde: amostras de indivíduos heterozigotos (Alelo 
1/Alelo 2). B, C e D: Representação da identificação genotípica de acordo com o reconhecimento da 
fluorescência (Multicomponent Plot): B) Homozigoto para alelo 1: reconhecimento de sonda com 
fluorocromo VIC (em verde); C) Heterozigoto: reconhecimento de sonda com fluorocromos VIC e FAM 
(em azul); D) Homozigoto para alelo 2: reconhecimento de sonda com fluorocromo FAM. A linha em 
vermelho representa a fluorescência passiva ROX. 
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Todas as reações foram realizadas em simplicatas para os SNPs estudados, 

foram utilizadas amostras com genótipos previamente conhecidos (controles 

positivos) para os genótipos: heterozigoto, homozigoto recessivo e homozigoto 

dominante de cada SNP avaliado e em cada placa uma reação por SNP foi avaliada 

sem amostra de DNA (controle negativo). Para cada reação de genotipagem, foram 

utilizadas 4,95 µL de TaqMan® Universal PCR MasterMix® (Thermo Scientifc, EUA), 

0,25 µL TaqMan® Pre-Designed SNP Genotyping Assays (Thermo Scientifc, EUA) 

específico para cada polimorfismo estudado (Tabela 1) e 40 ng de DNA em um 

volume final de 10 µL.  

A análise em tempo real foi realizada em um termociclador, no qual a reação 

foi incubada a 95 ºC por 10 min e 40 ciclos de 95 ºC por 15 s e finalizando a 60 ºC 

por 1 min.  

 

4.5. Ancestralidade Molecular 

A ancestralidade molecular das amostras de DNA de 92 amostras de LCA, 

293 amostras controles de LCA, 63 amostras de MM e 308 controles para MM foram 

determinadas por processo de genotipagem de um conjunto de 61 polimorfismos do 

tipo inserção/deleção (INDELs) previamente descritos (60, 61). O procedimento foi 

realizado em colaboração com o grupo do Prof. Dr. Sidney Emanuel Batista Santos 

do Laboratório de Genética Humana e Médica do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal do Pará. 

As amostras foram genotipadas com a utilização do ABI PRISM 3130 Genetic 

Analyzer (Thermo Scientifc, EUA) e analisadas pelo software GeneMapper v3.2 

(Thermo Scientifc, EUA). O Para essa metodologia, as amostras foram genotipadas 

utilizando o ABI PRISM Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e os resultados 

foram analisados pelo software Gene Mapper v3.2. A escala ABIGS LIZ-500 

(Applied Biosystems) foi utilizada como referência para identificação dos INDELs. 

Para controle de qualidade, os padrões de tamanho conhecido foram incluídos em 

cada amostra (60). 
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4.6. Análise estatistica 

O teste de Shapiro-Wilk foi realizado para verificar a normalidade entre os 

grupos de estudo. O teste de qui-quadrado foi utilizado para comparar a frequência 

dos gêneros entre os grupos de casos e controles. O teste T foi utilizado para 

comparar a média de idades entre os grupos de casos e controles. A frequência 

alélica e genotípica de cada polimorfismo foi calculada para cada polimorfismo 

avaliado. Utilizamos o teste de qui-quadrado para investigar se os SNPs avaliados 

estavam em Equilíbrio de Hardy-Weinberg.  

Para investigar a associação dos casos e controles com cada SNP estudado 

utilizamos o teste de regressão logística. Para a análise utilizamos a relação de 

Odds Ratio (OR) e o intervalo de confiança correspondente a 95%. É importante 

informar que a regressão logística foi realizada utilizando-se como co-variáveis: 

idade, gênero, ancestralidade molecular e escore de Beigthon. Em todas as análises 

o genótipo homozigoto mais comum na população controle foi definido como variável 

categórica de referência. 

Para avaliar a associação de cada SNP com o desenvolvimento de cada 

afecção estudada (LCA e MM) primeiramente consideramos o alelo raro como a e o 

alelo dominante como A, em seguida, adotamos a análise dos principais modelos de 

herança: 1) Modelo dominante (Aa + aa vs. AA), no qual a presença do alelo raro 

indica associação a doença, podendo ser considerado um fator de risco ou de 

proteção para o desenvolvimento da doença; 2) Modelo recessivo (aa vs. Aa +AA), 

no qual é necessário duas cópias do alelo raro para modificar o genótipo e ser 

considerado um fator de risco ou proteção para o desenvolvimento da doença; 3) 

Modelo aditivo, as amostras são codificadas como 1 (AA), 2 (Aa) e 3, (aa), nesse 

modelo, cada cópia de um alelo modifica o risco para o desenvolvimento da doença 

em proporção aditiva (escala de log), gerando um grau de associação com o 

desenvolvimento da doença de acordo com a presença do alelo de risco. Dessa 

forma, indivíduos com duas cópias para o alelo de risco (aa) possuem mais 

susceptibilidade para o desenvolvimento da doença quando comparado à um 

indivíduo com apenas uma cópia do alelo de risco (Aa), entretanto, esse último 

possui um risco aumentado para o desenvolvimento da doença quando comparado 

a um indivíduo sem o alelo de risco (AA)(62) 
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Para avaliar o desequilíbrio de ligação e a associação entre haplótipos dos 

SNPs estudados e desenvolvimento da lesão de LCA e MM utilizamos o software 

SNPstat (https://www.snpstats.net/) (63). Os dados foram ajustados por gênero, 

idadade, ancestralidade molecular e escore de Beighton. 

Para todas as análises o valor de p = 0,05 foi considerado estatisticamente 

significante. Com exceção do teste para avaliação do equilíbrio de Hardy-Weinberg, 

no qual o valor de p< 0,05 determina que o SNP em análise está em desequilíbrio. 
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5  RESULTADOS 

Os dados descritivos dos indivíduos avaliados foram os seguinte: 1) 

Indivíduos com lesão de LCA são 82% (75) do gênero masculino, 18% (17) do 

gênero feminino e com média de idade de 32,6 anos (±10,2); 2) Indivíduos controles 

sem lesão de LCA são 77% (226) do gênero masculino , 23% (67) do gênero 

feminino e possuem média de idade igual a 33,7 (±12,98); 3) Indivíduos com lesão 

de MM são 79% (49) do gênero masculino, 21% (13) do gênero feminino e possuem 

média de idade igual a 41,5 (±12,19); e 4) Indivíduos controles sem lesão de MM são 

83% (256) do gênero masculino, 17% (52) do gênero feminino e tem em média 36,1 

(± 13,88) anos de idade. 

 

5.1. Análise de polimorfismos em lesão de LCA 

Foi observado que 12 dos 75 investigados SNPs não estavam em equilíbrio 

de Hardy-Weinberg, e portanto, os resultados não contribuem para indicar 

associação com a lesão do LCA (Tabela 2).  

Tabela 2– Frequência genotípica em pacientes com lesão de ligamento 

cruzado anterior (LCA) e indivíduos controles sem lesão 

Gene 
Polimorfis

mo 
Genó
-tipo 

Controle 
[N(%)] 

LCA[N(%)] EHW 

Modelo 
Codomin

ante 
(valor de 

p) 

Modelo 
Domina

nte 
(valor de 

p) 

Modelo 
Recessi
vo (valor 

de p) 

Modelo 
Aditivo 

(valor de 
p) 

ACAN rs2351491 T/T 70 (25%) 20 (32,3%) 0,21 0,32 0,31 0,17 0,14 

  
C/T 130 (46,4%) 30 (48,4%) 

     

  
C/C 80 (28,6%) 12 (19,4%) 

     BGN rs1126499 C/C 169 (60,6%) 33 (52,4%) <0,0001* 0,61 0,33 0,44 0,36 

  
C/T 30 (10,8%) 6 (9,5%) 

     

  
T/T 80 (28,7%) 24 (38,1%) 

     

 
rs1042103 G/G 206 (73,6%) 41 (65,1%) <0,0001* 0,48 0,24 0,25 0,23 

  
A/G 27 (9,6%) 5 (7,9%) 

     

  
A/A 47 (16,8%) 17 (27%) 

     COL1A1 rs1800012 C/C 214 (77%) 47 (77%) 0,14 0,83 0,83 0,54 0,71 

  
C/A 56 (20,1%) 13 (21,3%) 

     

  
A/A 8 (2,9%) 1 (1,6%) 

     

 
rs2075559 C/C 84 (30,2%) 15 (23,8%) 0,7 0,53 0,41 0,64 0,8 

  
C/G 131 (47,1%) 35 (55,6%) 

     

  
G/G 63 (22,7%) 13 (20,6%) 

     

 
rs2696247 A/A 204 (72,9%) 42 (66,7%) 1 0,5 0,24 0,78 0,27 
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A/G 68 (24,3%) 19 (30,2%) 

     

  
G/G 8 (2,9%) 2 (3,2%) 

     COL1A2 rs42524 G/G 163 (66,3%) 33 (55%) 0,026* 0,37 0,18 0,98 0,31 

  
G/C 68 (27,6%) 23 (38,3%) 

     

  
C/C 15 (6,1%) 4 (6,7%) 

     

 
rs411717 T/T 82 (29,3%) 13 (20,6%) 0,38 0,5 0,26 0,97 0,47 

  
C/T 137 (48,9%) 36 (57,1%) 

     

  
C/C 61 (21,8%) 14 (22,2%) 

     

 
rs2521206 A/A 175 (62,5%) 35 (55,6%) 0,58 0,29 0,13 0,41 0,12 

  
A/G 91 (32,5%) 24 (38,1%) 

     

  
G/G 14 (5%) 4 (6,3%) 

     COL2A1 rs3737548 G/G 144 (60,2%) 34 (56,7%) 0,88 0,58 0,66 0,3 0,44 

  
G/T 84 (35,1%) 21 (35%) 

     

  
T/T 11 (4,6%) 5 (8,3%) 

     

 
rs2276455 G/G 85 (35,6%) 22 (36,7%) 0,38 0,99 0,97 0,89 0,96 

  
G/A 119 (49,8%) 29 (48,3%) 

     

  
A/A 35 (14,6%) 9 (15%) 

     

 
rs954326 G/G 144 (51,4%) 40 (63,5%) 0,71 0,29 0,13 0,37 0,11 

  
G/T 110 (39,3%) 20 (31,8%) 

     

  
T/T 26 (9,3%) 3 (4,8%) 

     

 
rs1635529 G/G 169 (60,4%) 46 (73%) 0,57 0,23 0,087 0,47 0,091 

  
G/T 96 (34,3%) 15 (23,8%) 

     

  
T/T 15 (5,4%) 2 (3,2%) 

     COL3A1 rs3106796 A/A 106 (52,7%) 25 (40,3%) 0,28 0,17 0,1 0,63 0,25 

  
A/G 81 (40,3%) 34 (54,8%) 

     

  
G/G 14 (7%) 3 (4,8%) 

     

 
rs1800255 G/G 159 (56,8%) 36 (58,1%) 0,53 0,86 0,8 0,59 0,67 

  
A/G 99 (35,4%) 22 (35,5%) 

     

  
A/A 22 (7,9%) 4 (6,5%) 

     COL5A1 rs3196378 C/C 80 (28,9%) 13 (21,3%) 0,32 0,72 0,46 0,93 0,69 

  
C/A 132 (47,6%) 32 (52,5%) 

     

  
A/A 65 (23,5%) 16 (26,2%) 

     

 
rs12722 C/C 74 (30,4%) 13 (20,6%) 0,18 0,21 0,17 0,58 0,62 

  
C/T 108 (44,4%) 35 (55,6%) 

     

  
T/T 61 (25,1%) 15 (23,8%) 

     

 
rs13946 T/T 171 (61,1%) 35 (55,6%) 0,5 0,16 0,38 0,15 0,78 

  
C/T 95 (33,9%) 27 (42,9%) 

     

  
C/C 14 (5%) 1 (1,6%) 

     

 
rs1134170 T/T 139 (49,8%) 31 (49,2%) 0,18 0,98 0,86 0,99 0,9 

  
A/T 113 (40,5%) 26 (41,3%) 

     

  
A/A 27 (9,7%) 6 (9,5%) 

     

 
rs4504708 T/T 180 (64,3%) 40 (63,5%) 0,15 0,67 0,96 0,39 0,73 

  
G/T 85 (30,4%) 21 (33,3%) 

     

  
G/G 15 (5,4%) 2 (3,2%) 

     COL12A1 rs240736 A/A 109 (44,5%) 30 (50%) 0,48 0,32 0,31 0,45 0,68 

  
A/G 114 (46,5%) 22 (36,7%) 

     

  
G/G 22 (9%) 8 (13,3%) 
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rs970547 T/T 131 (53,7%) 31 (50,8%) 0,35 0,69 0,6 0,41 0,44 

  
T/C 93 (38,1%) 23 (37,7%) 

     

  
C/C 20 (8,2%) 7 (11,5%) 

     
COMP 

rs1232773
8 G/G 117 (57,9%) 34 (54%) 

0,29 0,88 0,82 0,61 0,71 

  
G/A 77 (38,1%) 25 (39,7%) 

     

  
A/A 8 (4%) 4 (6,3%) 

     

 

rs2849450
5 A/A 143 (60,3%) 36 (59%) 

1 0,76 0,49 0,97 0,58 

  
A/G 80 (33,8%) 22 (36,1%) 

     

  
G/G 14 (5,9%) 3 (4,9%) 

     

 

rs3535925
4 C/C 200 (71,9%) 42 (67,7%) 

0,59 0,29 0,22 0,54 0,38 

  
C/G 68 (24,5%) 19 (30,6%) 

     

  
G/G 10 (3,6%) 1 (1,6%) 

     DCN rs516115 T/T 89 (31,9%) 23 (36,5%) 0,2 0,74 0,5 0,57 0,44 

  
C/T 144 (51,6%) 32 (50,8%) 

     

  
C/C 46 (16,5%) 8 (12,7%) 

     

 
rs3138167 C/C 198 (70,7%) 47 (74,6%) 0,15 0,3 0,66 0,17 0,96 

  
C/T 80 (28,6%) 14 (22,2%) 

     

  
T/T 2 (0,7%) 2 (3,2%) 

     FGF2 rs1476217 A/A 124 (44,4%) 28 (45,2%) 0,12 0,94 0,9 0,8 0,97 

  
A/C 113 (40,5%) 26 (41,9%) 

     

  
C/C 42 (15,1%) 8 (12,9%) 

     

 
rs3747676 T/T 89 (31,9%) 18 (28,6%) 0,02* 0,45 0,96 0,24 0,45 

  
C/T 126 (45,2%) 25 (39,7%) 

     

  
C/C 64 (22,9%) 20 (31,8%) 

     FGF3 rs308395 C/C 123 (43,9%) 34 (54%) 1 0,26 0,27 0,14 0,14 

  
C/G 123 (43,9%) 26 (41,3%) 

     

  
G/G 34 (12,1%) 3 (4,8%) 

     FGF5 rs6838203 T/T 140 (50%) 30 (48,4%) 0,046* 0,79 0,64 0,53 0,53 

  
A/T 111 (39,6%) 24 (38,7%) 

     

  
A/A 29 (10,4%) 8 (12,9%) 

     

 
rs3733336 A/A 128 (45,7%) 25 (40,3%) 0,67 0,16 0,51 0,056 0,15 

  
A/G 122 (43,6%) 24 (38,7%) 

     

  
G/G 30 (10,7%) 13 (21%) 

     FGFR1 rs13317 T/T 173 (61,8%) 38 (60,3%) 0,16 0,94 0,92 0,77 0,97 

  
C/T 88 (31,4%) 21 (33,3%) 

     

  
C/C 19 (6,8%) 4 (6,3%) 

     FMOD rs7543148 T/T 118 (42,1%) 35 (56,5%) 0,75 0,19 0,12 0,19 0,07 

  
C/T 128 (45,7%) 24 (38,7%) 

     

  
C/C 34 (12,1%) 3 (4,8%) 

     FN1 rs6728999 C/C 258 (93,1%) 63 (100%) 1 0,0043 
   

  
C/T 19 (6,9%) 0 (0%) 

     

 
rs11651 A/A 144 (51,4%) 29 (46,8%) 1 0,58 0,72 0,4 0,94 

  
A/G 110 (39,3%) 29 (46,8%) 

     

  
G/G 26 (9,3%) 4 (6,5%) 

     

 
rs1263 G/G 94 (33,6%) 21 (33,9%) 0,92 0,24 0,88 0,11 0,48 

  
A/G 131 (46,8%) 35 (56,5%) 
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A/A 55 (19,6%) 6 (9,7%) 

     

 
rs940739 T/T 134 (47,9%) 27 (42,9%) 0,5 0,83 0,57 1 0,67 

  
A/T 117 (41,8%) 29 (46%) 

     

  
A/A 29 (10,4%) 7 (11,1%) 

     GHR rs4590183 T/T 144 (51,8%) 32 (51,6%) 0,81 0,67 0,93 0,4 0,79 

  
C/T 111 (39,9%) 27 (43,5%) 

     

  
C/C 23 (8,3%) 3 (4,8%) 

     

 
rs6180 A/A 79 (28,2%) 14 (22,2%) 0,7 0,26 0,29 0,39 0,88 

  
A/C 136 (48,6%) 37 (58,7%) 

     

  
C/C 65 (23,2%) 12 (19,1%) 

     IGF1 rs35767 G/G 151 (54,1%) 38 (60,3%) 0,3 0,36 0,42 0,18 0,26 

  
A/G 113 (40,5%) 24 (38,1%) 

     

  
A/A 15 (5,4%) 1 (1,6%) 

     

 
rs6220 A/A 128 (45,9%) 32 (50,8%) 0,83 0,59 0,54 0,55 0,84 

  
A/G 126 (45,2%) 24 (38,1%) 

     

  
G/G 25 (9%) 7 (11,1%) 

     

 
rs6214 C/C 81 (29,1%) 16 (26,2%) 0,12 0,86 0,64 0,67 0,58 

  
C/T 152 (54,7%) 34 (55,7%) 

     

  
T/T 45 (16,2%) 11 (18%) 

     LOX rs1800449 C/C 124 (61,4%) 44 (71%) 0,095 0,13 0,076 0,75 0,19 

  
C/T 69 (34,2%) 14 (22,6%) 

     

  
T/T 9 (4,5%) 4 (6,5%) 

     

 
rs2288393 C/C 204 (72,9%) 43 (69,3%) 0,068 0,13 0,91 0,054 0,41 

  
C/G 69 (24,6%) 14 (22,6%) 

     

  
G/G 7 (2,5%) 5 (8,1%) 

     LUM rs2268578 G/G 153 (54,6%) 35 (56,5%) 0,37 0,57 0,9 0,33 0,8 

  
A/G 106 (37,9%) 25 (40,3%) 

     

  
A/A 21 (7,5%) 2 (3,2%) 

     MMP2 rs243865 C/C 200 (71,4%) 46 (73%) 1 0,77 0,59 0,73 0,71 

  
C/T 74 (26,4%) 15 (23,8%) 

     

  
T/T 6 (2,1%) 2 (3,2%) 

     

 
rs2285053 C/C 207 (73,9%) 47 (74,6%) 0,32 0,047 0,88 0,024* 0,48 

  
C/T 68 (24,3%) 11 (17,5%) 

     

  
T/T 5 (1,8%) 5 (7,9%) 

     

 
rs243866 G/G 201 (71,8%) 44 (69,8%) 1 0,94 1 0,73 0,91 

  
G/A 73 (26,1%) 17 (27%) 

     

  
A/A 6 (2,1%) 2 (3,2%) 

     MMP3 rs679620 C/C 99 (35,4%) 20 (31,8%) 0,24 0,49 0,91 0,29 0,58 

  
C/T 129 (46,1%) 26 (41,3%) 

     

  
T/T 52 (18,6%) 17 (27%) 

     

 
rs522616 T/T 150 (53,6%) 34 (54%) 0,12 0,54 0,87 0,32 0,79 

  
T/C 107 (38,2%) 26 (41,3%) 

     

  
C/C 23 (8,2%) 3 (4,8%) 

     MMP9 rs17576 A/A 117 (41,8%) 23 (36,5%) 0,67 0,47 0,42 0,52 0,79 

  
A/G 127 (45,4%) 33 (52,4%) 

     

  
G/G 36 (12,9%) 7 (11,1%) 

     

 
rs17577 G/G 200 (71,4%) 44 (69,8%) 0,85 0,13 0,73 0,058 0,9 
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G/A 72 (25,7%) 19 (30,2%) 

     

  
A/A 8 (2,9%) 0 (0%) 

     MMP13 rs2252070 T/T 136 (48,6%) 36 (57,1%) 0,91 0,22 0,35 0,09 0,15 

  
T/C 114 (40,7%) 24 (38,1%) 

     

  
C/C 30 (10,7%) 3 (4,8%) 

     PDGFB rs5757577 G/G 99 (35,4%) 20 (32,3%) 0,92 0,66 0,53 0,66 0,83 

  
A/G 137 (48,9%) 34 (54,8%) 

     

  
A/A 44 (15,7%) 8 (12,9%) 

     PDGFC rs1425486 C/C 84 (30,1%) 20 (32,3%) 0,016* 0,41 0,85 0,2 0,39 

  
C/T 128 (45,9%) 24 (38,7%) 

     

  
T/T 67 (24%) 18 (29%) 

     PDGFRB rs2229562 T/T 97 (34,6%) 24 (38,7%) 0,028* 0,37 0,34 0,53 0,78 

  
C/T 128 (45,7%) 24 (38,7%) 

     

  
C/C 55 (19,6%) 14 (22,6%) 

     PLOD1 rs2273285 G/G 175 (73,2%) 53 (86,9%) 0,019* 0,023 0,031 0,024 0,013 

  
G/T 53 (22,2%) 8 (13,1%) 

     

  
T/T 11 (4,6%) 0 (0%) 

     PLOD2 rs6710 C/C 74 (31,8%) 15 (25%) 0,0056* 0,012 0,42 0,019 0,4 

  
C/T 86 (36,9%) 35 (58,3%) 

     

  
T/T 73 (31,3%) 10 (16,7%) 

     THBS4 rs438042 T/T 96 (34,3%) 17 (27%) 1 0,58 0,29 0,76 0,38 

  
A/T 139 (49,6%) 35 (55,6%) 

     

  
A/A 45 (16,1%) 11 (17,5%) 

     

 
rs404375 A/A 100 (35,8%) 18 (29%) 0,55 0,61 0,34 0,96 0,5 

  
A/G 134 (48%) 34 (54,8%) 

     

  
G/G 45 (16,1%) 10 (16,1%) 

     TNC rs2104772 T/T 72 (26%) 15 (24,6%) 0,5 0,71 0,84 0,48 0,77 

  
A/T 139 (50,2%) 34 (55,7%) 

     

  
A/A 66 (23,8%) 12 (19,7%) 

     

 
rs7035322 C/C 134 (47,9%) 27 (43,5%) 0,74 0,48 0,49 0,43 0,83 

  
A/C 119 (42,5%) 31 (50%) 

     

  
A/A 27 (9,6%) 4 (6,5%) 

     

 
rs13321 G/G 140 (50,2%) 29 (46,8%) 0,18 0,86 0,59 0,83 0,62 

  
C/G 107 (38,4%) 25 (40,3%) 

     

  
C/C 32 (11,5%) 8 (12,9%) 

     

 
rs1330363 T/T 105 (37,6%) 20 (31,8%) 0,77 0,2 0,39 0,22 0,98 

  
C/T 127 (45,5%) 36 (57,1%) 

     

  
C/C 47 (16,9%) 7 (11,1%) 

     TNXB rs185819 C/C 67 (27,5%) 28 (45,9%) 0,59 0,036 0,016 0,095 0,01* 

  
C/T 122 (50%) 26 (42,6%) 

     

  
T/T 55 (22,5%) 7 (11,5%) 

     

 
rs1009382 T/T 141 (59,5%) 37 (61,7%) 0,18 0,85 0,86 0,64 0,97 

  
T/C 79 (33,3%) 19 (31,7%) 

     

  
C/C 17 (7,2%) 4 (6,7%) 

     

 
rs2894232 A/A 196 (70%) 37 (59,7%) 0,038* 0,11 0,19 0,062 0,087 

  
A/G 82 (29,3%) 22 (35,5%) 

     

  
G/G 2 (0,7%) 3 (4,8%) 
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rs3421452
7 C/C 212 (76%) 52 (82,5%) 

0,28 0,34 0,39 0,19 0,3 

  
C/T 63 (22,6%) 11 (17,5%) 

     

  
T/T 4 (1,4%) 0 (0%) 

     VEGFA rs10434 G/G 102 (36,4%) 12 (19,1%) 0,76 0,023 0,0091* 0,97 0,093 

  
A/G 130 (46,4%) 40 (63,5%) 

     

  
A/A 48 (17,1%) 11 (17,5%) 

     

 
rs699947 C/C 120 (42,9%) 19 (30,6%) 0,008* 0,48 0,23 0,54 0,27 

  
A/C 111 (39,6%) 29 (46,8%) 

     

  
A/A 49 (17,5%) 14 (22,6%) 

     

 
rs2010963 G/G 118 (42,3%) 24 (38,7%) 0,92 0,13 0,41 0,12 0,92 

  
C/G 122 (43,7%) 34 (54,8%) 

     

  
C/C 39 (14%) 4 (6,5%) 

     VEGFC rs3775203 G/G 107 (38,4%) 25 (40,3%) 0,76 0,22 0,81 0,12 0,53 

  
G/T 136 (48,8%) 25 (40,3%) 

     

  
T/T 36 (12,9%) 12 (19,4%) 

     VEGFD rs6632528 T/T 185 (66,1%) 44 (71%) <0,0001* 0,91 0,75 0,67 0,7 

  
C/T 27 (9,6%) 5 (8,1%) 

         C/C 68 (24,3%) 13 (21%)           

N: Numero amostral; LCA: indivíduos com lesão do ligamento cruzado anterior; EHW: Equilíbrio de 

Hardy-Weinberg. Covariáveis: idade, gênero, ancestralidade e escore da Escala de Beighton para 

hipermobilidade generalizada articular. 

Observamos que o modelo recessivo para o polimorfismo rs2285053 do 

gene MMP2 foi considerado estatisticamente significante, indicando que indivíduos 

portadores do alelo recessivo em homozigose (TT) possuem maior risco de 

desenvolver lesão do LCA (p= 0,024; Odds ratio [OR]: 4,67; Intervalo de confiança 

[IC]: 1,28-17,05). O modelo aditivo mostrou-se estatisticamente significante para o 

polimorfismo rs185819 do gene TNXB, indicando que a presença do alelo raro em 

homozigoze determina maior proteção para o desenvolvimento de lesão de LCA (p= 

0,01; OR: 0,58; IC: 0,38-0,89) No polimorfismo rs10434 do gene VEGFA, 

observamos que o modelo dominante foi associado ao risco de desenvolver lesão de 

LCA. A presença do alelo raro (A) confere risco para ruptura do LCA (p= 0,00091; 

OR: 2,36; IC: 1,19-4,66) (Tabela 2) 

Avaliamos os haplótipos para os polimorfismos avaliados (Tabela 3). 

Observamos que o haplótipo C/G/G (rs rs411717/ rs2521206/ rs42524) para o gene 

COL1A2 confere maior susceptibilidade em desenvolver lesão de LCA (p=0,0084; 

OR: 2,54; IC: 1,28 – 5,07). Indivíduos portadores do haplótipo C/T (rs2288393/ 

rs1800449) do gene LOX pode ser considerado como fator de proteção para o risco 

de desenvolver lesão de LCA (p=0,027; OR: 0,11; IC: 0,01 – 0,77). Também foi 
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observado que o haplótipo A/C/T/T (rs2894232/rs34214527/rs185819/rs1009382) da 

TNXB indica um fator de proteção para o desenvolvimento de ruptura do LCA 

(p=0,0054; OR: 0,29; IC: 0,13 – 0,69). 

 

Tabela 3 – Análise de haplótipos para lesão do ligamento cruzado 

anterior 

Gene 

 
Combinações de polimorfismos associados 

 
Frequência OR (95% IC) 

Valor 
de p 

BGN 
 

rs1126499 rs1042103 
      

 
1 C G 

   
0,5453 1 --- 

 
2 T G 

   
0,2214 1,03 (0,71 - 1,50) 0,87 

 
3 T A 

   
0,1351 1,39 (0,92 - 2,10) 0,12 

 
4 C A 

   
0,0981 1,06 (0,64 - 1,75) 0,81 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,5 

COL1A1 
 

rs3138167 rs2696247 rs1800012 
     

 
1 C A C 

  
0,4773 1 --- 

 
2 G A C 

  
0,2459 1,00 (0,59 - 1,68) 1 

 
3 G G C 

  
0,1365 1,22 (0,66 - 2,27) 0,53 

 
4 G A A 

  
0,0781 0,62 (0,22 - 1,71) 0,35 

 
5 C A A 

  
0,0427 1,06 (0,30 - 3,81) 0,92 

 
6 C G C 

  
0,0123 0,85 (0,09 - 8,32) 0,89 

 
raro * * * 

  
0,0072 6,55 (0,46 - 93,03) 0,17 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,84 

COL1A2 
 

rs411717 rs2521206 rs42524 
     

 
1 C A G 

  
0,3207 1 --- 

 
2 T A G 

  
0,2486 1,01 (0,53 - 1,92) 0,98 

 
3 T A C 

  
0,2061 1,63 (0,92 - 2,87) 0,095 

 
4 C G G 

  
0,1456 2,54 (1,28 - 5,07) 0,0084* 

 
5 T G G 

  
0,0745 0,45 (0,10 - 2,06) 0,3 

 
raro * * * 

  
0,0045 0,00 (-Inf - Inf) 1 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,04 

COL2A1 
 

rs954326 rs1635529 rs3737548 rs2276455 
    

 
1 G G G G 

 
0,2872 1 --- 

 
2 G G T A 

 
0,1786 0,79 (0,43 - 1,44) 0,44 

 
3 G T G G 

 
0,1674 0,56 (0,28 - 1,14) 0,11 

 
4 T G G A 

 
0,1433 0,67 (0,33 - 1,35) 0,26 

 
5 T G G G 

 
0,1272 0,53 (0,24 - 1,17) 0,11 

 
6 G G G A 

 
0,0339 1,17 (0,33 - 4,19) 0,81 

 
7 G T T A 

 
0,0265 0,59 (0,13 - 2,60) 0,48 

 
8 G G T G 

 
0,015 3,13 (0,63 - 15,50) 0,16 

 
9 G T G A 

 
0,0141 0,32 (0,00 - 80,91) 0,68 

 
raro * * * * 

 
0,0069 0,00 (-Inf - Inf) 1 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,35 

COL3A1 
 

rs1800255 rs3106796 
      

 
1 G A 

   
0,4709 1 --- 

 
2 G G 

   
0,2759 1,31 (0,79 - 2,16) 0,3 

 
3 A A 

   
0,2461 1,03 (0,63 - 1,67) 0,92 

 
raro * * 

   
0,0071 0,00 (-Inf - Inf) 1 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,73 

COL5A1 
 

rs13946 rs1134170 rs4504708 rs3196378 rs12722 
   

 
1 T T T A T 0,3998 1 --- 
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2 T T T C C 0,1478 1,14 (0,61 - 2,14) 0,69 

 
3 C A G C C 0,1431 0,86 (0,47 - 1,56) 0,62 

 
4 T A T C C 0,0879 1,19 (0,52 - 2,72) 0,67 

 
5 T T T A C 0,061 0,00 (-Inf - Inf) 1 

 
6 T T T C T 0,0419 0,00 (-Inf - Inf) 1 

 
7 C A T C C 0,0295 0,59 (0,12 - 3,01) 0,53 

 
8 C A G C T 0,0222 0,33 (0,04 - 3,09) 0,33 

 
9 T T G C C 0,0201 0,37 (0,03 - 4,61) 0,44 

 
10 C T T C C 0,0134 6,28 (1,07 - 36,85) 0,043 

 
raro * * * * * 0,0334 1,58 (0,53 - 4,74) 0,42 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,00024 

COL12A1 rs240736 rs970547 
      

 
1 A T 

   
0,4722 1 --- 

 
2 G T 

   
0,249 0,86 (0,49 - 1,52) 0,6 

 
3 A C 

   
0,2066 1,09 (0,61 - 1,97) 0,77 

 
4 G C 

   
0,0721 1,21 (0,51 - 2,88) 0,66 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,83 

COMP 
 

rs35359254 rs12327738 rs28494505 
     

 
1 C G A 

  
0,5248 1 --- 

 
2 C G G 

  
0,1576 1,35 (0,78 - 2,35) 0,28 

 
3 C A A 

  
0,1492 0,92 (0,47 - 1,80) 0,81 

 
4 G A A 

  
0,0783 1,95 (0,98 - 3,88) 0,058 

 
5 G G G 

  
0,0566 0,64 (0,16 - 2,61) 0,54 

 
6 G G A 

  
0,0194 0,85 (0,09 - 7,85) 0,88 

 
raro * * * 

  
0,0142 0,00 (-Inf - Inf) 1 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,36 

DCN 
 

rs516115 rs3138167 
      

 
1 T C 

   
0,582 1 --- 

 
2 C C 

   
0,2693 0,79 (0,49 - 1,29) 0,35 

 
3 C T 

   
0,1466 0,93 (0,51 - 1,70) 0,81 

 
raro * * 

   
0,0021 0,00 (-Inf - Inf) 1 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,69 

FGF2 
 

rs1476217 rs3747676 
      

 
1 A C 

   
0,466 1 --- 

 
2 C T 

   
0,3504 0,93 (0,61 - 1,40) 0,71 

 
3 A T 

   
0,1836 0,72 (0,40 - 1,30) 0,28 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,55 

FGF5 
 

rs6838203 rs3733336 
      

 
1 T A 

   
0,4622 1 --- 

 
2 T G 

   
0,2322 1,13 (0,67 - 1,92) 0,64 

 
3 A A 

   
0,1986 0,92 (0,50 - 1,68) 0,79 

 
4 A G 

   
0,107 1,74 (0,94 - 3,21) 0,078 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,34 

FN1 
 

rs11651 rs1263 rs940739 
     

 
1 A A T 

  
0,3176 1 --- 

 
2 A G T 

  
0,2682 1,42 (0,82 - 2,46) 0,21 

 
3 G G A 

  
0,1948 1,30 (0,73 - 2,32) 0,38 

 
4 A A A 

  
0,0992 1,42 (0,62 - 3,22) 0,41 

 
5 G G T 

  
0,0922 0,98 (0,42 - 2,28) 0,96 

 
6 A G A 

  
0,0238 0,44 (0,06 - 3,32) 0,43 

 
raro * * * 

  
0,0042 0,00 (-Inf - Inf) 1 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,68 

GHR 
 

rs4590183 rs6180 
      

 
1 T C 

   
0,4607 1 --- 

 
2 C A 

   
0,2634 0,95 (0,58 - 1,56) 0,84 

 
3 T A 

   
0,2599 0,98 (0,60 - 1,58) 0,92 
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4 C C 

   
0,0159 0,72 (0,08 - 6,40) 0,77 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,99 

IGF1 
 

rs35767 rs6220 rs6214 
     

 
1 G A C 

  
0,3838 1 --- 

 
2 G A T 

  
0,1944 1,41 (0,70 - 2,81) 0,33 

 
3 G G C 

  
0,1014 0,95 (0,41 - 2,19) 0,91 

 
4 A A T 

  
0,0954 0,59 (0,21 - 1,64) 0,31 

 
5 A G T 

  
0,0769 1,04 (0,38 - 2,82) 0,94 

 
6 G G T 

  
0,0735 1,31 (0,53 - 3,26) 0,56 

 
7 A G C 

  
0,0612 0,73 (0,21 - 2,61) 0,63 

 
8 A A C 

  
0,0134 2,35 (0,35 - 15,85) 0,38 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,75 

LOX 
 

rs2288393 rs1800449 
      

 
1 C C 

   
0,7648 1 --- 

 
2 G T 

   
0,1228 1,19 (0,69 - 2,06) 0,54 

 
3 C T 

   
0,0778 0,11 (0,01 - 0,77) 0,027* 

 
4 G C 

   
0,0346 0,91 (0,33 - 2,56) 0,86 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,0077 

MMP2 
 

rs243865 rs2285053 rs243866 
     

 
1 C C G 

  
0,7008 1 --- 

 
2 T C A 

  
0,1516 0,98 (0,56 - 1,73) 0,94 

 
3 C T G 

  
0,1433 1,19 (0,69 - 2,03) 0,53 

 
raro * * * 

  
0,0044 8,55 (0,74 - 99,34) 0,087 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,32 

MMP3 
 

rs679620 rs522616 
      

 
1 T T 

   
0,4271 1 --- 

 
2 C T 

   
0,3032 0,89 (0,55 - 1,44) 0,63 

 
3 C C 

   
0,2697 0,90 (0,57 - 1,45) 0,68 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,86 

MMP9 
 

rs17576 rs17577 
      

 
1 A G 

   
0,6226 1 --- 

 
2 G G 

   
0,2215 0,95 (0,59 - 1,52) 0,83 

 
3 G A 

   
0,1371 1,20 (0,66 - 2,18) 0,55 

 
4 A A 

   
0,0188 0,00 (-Inf - Inf) 1 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,18 

THBS4 
 

rs438042 rs404375 
      

 
1 T A 

   
0,5831 1 --- 

 
2 A G 

   
0,4081 1,19 (0,79 - 1,79) 0,41 

 
raro * * 

   
0,0088 2,58 (0,43 - 15,60) 0,3 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,49 

TNC 
 

rs7035322 rs13321 rs1330363 rs2104772 
    

 
1 C G T A 

 
0,3211 1 --- 

 
2 A C C T 

 
0,2018 1,21 (0,70 - 2,06) 0,5 

 
3 C G C T 

 
0,1726 0,73 (0,39 - 1,36) 0,33 

 
4 C G T T 

 
0,1051 1,27 (0,66 - 2,44) 0,48 

 
5 C C T A 

 
0,0841 0,76 (0,34 - 1,69) 0,5 

 
6 A G T A 

 
0,0656 0,81 (0,30 - 2,15) 0,67 

 
7 A C T T 

 
0,0168 0,00 (-Inf - Inf) 1 

 
8 A G C T 

 
0,0105 0,00 (-Inf - Inf) 1 

 
raro * * * * 

 
0,0224 0,47 (0,06 - 4,00) 0,49 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,32 

TNXB 
 

rs2894232 rs34214527 rs185819 rs1009382 
    

 
1 A C C T 

 
0,2872 1 --- 

 
2 A C T C 

 
0,2269 0,69 (0,39 - 1,24) 0,22 

 
3 A C T T 

 
0,2006 0,29 (0,13 - 0,69) 0,0054* 

 
4 G C C T 

 
0,1524 1,02 (0,55 - 1,91) 0,94 
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5 A T C T 

 
0,0999 0,48 (0,20 - 1,16) 0,11 

 
raro * * * * 

 
0,033 1,21 (0,29 - 5,14) 0,79 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,014 

VEGFA 
 

rs10434 rs699947 rs2010963 
     

 
1 G A G 

  
0,2114 1 --- 

 
2 G C C 

  
0,2086 1,56 (0,74 - 3,31) 0,25 

 
3 A A G 

  
0,1776 2,07 (0,98 - 4,36) 0,058 

 
4 G C G 

  
0,1601 0,67 (0,26 - 1,74) 0,41 

 
5 A C C 

  
0,1468 0,79 (0,32 - 1,94) 0,61 

 
6 A C G 

  
0,0954 1,69 (0,74 - 3,85) 0,22 

 
Valor de p para associação de haplótipo global: 0,16 

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confiança; Inf: frequência menor que 0. 

 

5.2. Análise de polimorfismos em lesão de MM 

Dos 23 polimorfismos avaliados para lesão de MM, 2 estão fora do equilíbrio 

de Hardy-Weinberg (Tabela 4) e dessa forma os resultados desses polimorfismos 

não contribuem para a associação com o desenvolvimento da lesão de MM.. 

Observamos que o modelo recessivo para o alelo raro (G) para o polimorfismo 

rs3106796 do gene COL3A1 mostrou-se estatisticamente significante, indicando um 

aumento no risco de desenvolver a lesão de MM (p=0,004; OR: 5,18; IC: 1,70 – 

15,78). No modelo dominante para o polimorfismo rs17576 do MMP9, observamos 

que a presença do alelo raro (G) confere proteção para o desenvolvimento da lesão 

do menisco medial (p=0,041; OR: 0,50; IC: 0,26-0,98) (Tabela 4 ). 

Tabela 4– Frequência genotípica em pacientes com lesão do menisco 

medial (MM) e indivíduos controles sem lesão 

Gene Polimorfismo 
Genó-

tipo 
Controle 
[N(%)] 

MM  [N(%)] EHW 

Modelo 
Codomi
nante 

(valor de 
p) 

Modelo 
Dominant
e (valor de 

p) 

Modelo 
Recessi
vo (valor 

de p) 

Modelo 
Aditivo 

(valor de 
p) 

COL1A1 rs1800012 C/C 184 (75,4%) 30 (68,2%) 
     

  
C/A 54 (22,1%) 14 (31,8%) 1 0,24 0,64 0,13 0,94 

  
A/A 6 (2,5%) 0 (0%) 

     COL1A2 rs42524 G/G 138 (66,7%) 27 (61,4%) 0,33 0,12 0,26 0,21 0,66 

  
G/C 57 (27,5%) 16 (36,4%) 

     

  
C/C 12 (5,8%) 1 (2,3%) 

     COL2A1 rs3737548 G/G 125 (61,3%) 29 (65,9%) 0,48 0,33 0,81 0,19 0,74 

  
G/T 69 (33,8%) 11 (25%) 

     

  
T/T 10 (4,9%) 4 (9,1%) 

     

 
rs2276455 G/G 71 (34,8%) 21 (47,7%) 1 0,32 0,19 0,83 0,4 

  
G/A 102 (50%) 17 (38,6%) 

     

  
A/A 31 (15,2%) 6 (13,6%) 

     COL3A1 rs1800255 G/G 93 (54,1%) 30 (68,2%) 0,043* 0,21 0,08 0,4 0,091 

  
G/A 61 (35,5%) 11 (25%) 

     

  
A/A 18 (10,5%) 3 (6,8%) 

     

 
rs3106796 A/A 84 (50%) 17 (38,6%) 1 0,011 0,069 0,0041 0,007* 
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A/G 73 (43,5%) 17 (38,6%) 

     

  
G/G 11 (6,5%) 10 (22,7%) 

     COMP rs12327738 G/G 102 (60,4%) 23 (52,3%) 0,19 0,74 0,58 0,5 0,48 

  
G/A 62 (36,7%) 18 (40,9%) 

     

  
A/A 5 (3%) 3 (6,8%) 

     

 
rs28494505 A/A 116 (57,4%) 27 (61,4%) 0,87 0,74 0,88 0,48 0,92 

  
A/G 72 (35,6%) 16 (36,4%) 

     

  
G/G 14 (6,9%) 1 (2,3%) 

     FN1 rs6728999 C/C 231 (95,1%) 42 (95,5%) 1 0,85 
   

  
C/T 12 (4,9%) 2 (4,5%) 

     LOX rs1800449 C/C 104 (60,8%) 28 (63,6%) 0,26 0,3 0,22 0,62 0,44 

  
C/T 59 (34,5%) 12 (27,3%) 

     

  
T/T 8 (4,7%) 4 (9,1%) 

     MMP2 rs243865 C/C 181 (72,4%) 35 (77,8%) 0,3 0,23 0,66 0,16 0,87 

  
C/T 62 (24,8%) 7 (15,6%) 

     

  
T/T 7 (2,8%) 3 (6,7%) 

     

 
rs2285053 C/C 184 (73,6%) 32 (71,1%) 0,65 0,93 0,71 0,95 0,73 

  
C/T 62 (24,8%) 12 (26,7%) 

     

  
T/T 4 (1,6%) 1 (2,2%) 

     

 
rs243866 G/G 182 (72,8%) 35 (77,8%) 0,21 0,23 0,68 0,16 0,85 

  
G/A 61 (24,4%) 7 (15,6%) 

     

  
A/A 7 (2,8%) 3 (6,7%) 

     MMP3 rs679620 C/C 90 (36%) 21 (46,7%) 0,91 0,25 0,099 0,43 0,12 

  
C/T 118 (47,2%) 18 (40%) 

     

  
T/T 42 (16,8%) 6 (13,3%) 

     

 
rs522616 T/T 118 (47,2%) 25 (55,6%) 0,37 0,53 0,32 0,42 0,26 

  
T/C 105 (42%) 17 (37,8%) 

     

  
C/C 27 (10,8%) 3 (6,7%) 

     MMP9 rs17576 A/A 99 (39,6%) 25 (55,6%) 1 0,12 0,041* 0,56 0,075 

  
A/G 119 (47,6%) 15 (33,3%) 

     

  
G/G 32 (12,8%) 5 (11,1%) 

     

 
rs17577 G/G 179 (71,6%) 37 (82,2%) 1 0,25 0,1 0,9 0,14 

  
G/A 66 (26,4%) 7 (15,6%) 

     

  
A/A 5 (2%) 1 (2,2%) 

     MMP13 rs2252070 T/T 126 (50,4%) 17 (40,5%) 0,44 0,24 0,24 0,12 0,11 

  
T/C 97 (38,8%) 17 (40,5%) 

     

  
C/C 27 (10,8%) 8 (19,1%) 

     PLOD1 rs2273285 G/G 154 (75,5%) 38 (86,4%) 0,18 0,17 0,12 0,17 0,084 

  
G/T 43 (21,1%) 6 (13,6%) 

     

  
T/T 7 (3,4%) 0 (0%) 

     PLOD2 rs6710 T/T 59 (29,4%) 17 (39,5%) 0,019* 0,47 0,22 0,59 0,29 

  
C/T 85 (42,3%) 16 (37,2%) 

     

  
C/C 57 (28,4%) 10 (23,3%) 

     TNC rs2104772 T/T 64 (26,3%) 9 (20,4%) 0,32 0,78 0,49 0,95 0,64 

  
A/T 123 (50,6%) 25 (56,8%) 

     

  
A/A 56 (23,1%) 10 (22,7%) 

     TNXB rs185819 C/C 59 (28,8%) 14 (31,8%) 0,9 0,71 0,51 0,5 0,41 

  
C/T 103 (50,2%) 23 (52,3%) 

     

  
T/T 43 (21%) 7 (15,9%) 

     

 
rs1009382 T/T 116 (57,4%) 28 (65,1%) 0,86 0,14 0,065 0,26 0,047* 

  
T/C 74 (36,6%) 14 (32,6%) 

         C/C 12 (5,9%) 1 (2,3%)           

N: Numero amostral; LCA: indivíduos com lesão do ligamento cruzado anterior; EHW: Equilíbrio de 

Hardy-Weinberg. Covariáveis: idade, gênero, ancestralidade e escore da Escala de Beighton para 

hipermobilidade generalizada articular 
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Ao avaliar os haplótipos (Tabela 5), observamos que o haplótipo G/G 

(rs1800255/rs3106796) do gene COL3A1 encontrou-se estatisticamente significante, 

conferindo aumento do risco para desenvolver a lesão de MM (p=0,02; OR: 2,04; IC: 

1,12 - 3,71). Também observamos que indivíduos com haplótipo C/T 

(rs679620/rs522616) no gene MMP3 alta susceptibilidade para desenvolver a lesão 

de MM (p=0,013; OR: 2,07; IC: 1,17 – 3,65). 

Tabela 5 – Análise de haplótipos para lesão do menisco medial  

Gene Combinações de polimorfismos associados Frequência OR (95% IC) Valor de p 

COL2A1 
 

rs3737548 rs2276455 
    

 
1 G G 

 
0,5963 1 --- 

 
2 T A 

 
0,2031 0,94 (0,50 - 1,78) 0,85 

 
3 G A 

 
0,186 0,67 (0,32 - 1,39) 0,28 

 
4 T G 

 
0,0146 2,03 (0,31 - 13,38) 0,46 

  Valor de p para associação de haplótipo global: 0,58 

COL3A1 
 

rs1800255 rs3106796 
    

 
1 G A 

 
0,4288 1 --- 

 
2 G G 

 
0,3065 2,04 (1,12 - 3,71) 0,02 * 

 
3 A A 

 
0,2601 0,83 (0,43 - 1,59) 0,57 

 
raro * * 

 
0,0045 0,00 (-Inf - Inf) 1 

  Valor de p para associação de haplótipo global: 0,024 * 

COL12A1 
 

rs240736 rs970547 
    

 
1 A T 

 
0,4705 1 --- 

 
2 G T 

 
0,2592 1,70 (0,88 - 3,30) 0,12 

 
3 A C 

 
0,2115 1,47 (0,73 - 2,95) 0,28 

 
4 G C 

 
0,0588 1,20 (0,35 - 4,12) 0,77 

  Valor de p para associação de haplótipo global: 0,44 

TNXB 
 

rs185819 rs1009382 
    

 
1 C T 

 
0,5404 1 --- 

 
2 T C 

 
0,2322 0,57 (0,28 - 1,17) 0,13 

 
3 T T 

 
0,2217 1,00 (0,56 - 1,79) 1 

 
raro * * 

 
0,0056 0,00 (-Inf - Inf) 1 

  Valor de p para associação de haplótipo global: 0,32 

COMP 
 

rs12327738 rs28494505 
    

 
1 G A 

 
0,5406 1 --- 

 
2 G G 

 
0,2318 1,12 (0,56 - 2,24) 0,75 

 
3 A A 

 
0,2185 1,28 (0,67 - 2,46) 0,46 

 
raro * * 

 
0,009 0,00 (-Inf - Inf) 1 

  Valor de p para associação de haplótipo global: 0,81 

MMP2 
 

rs243865 rs2285053 rs243866 
   

 
1 C C G 0,7068 1 --- 

 
2 T C A 0,1492 1,08 (0,57 - 2,05) 0,81 

 
3 C T G 0,1424 1,13 (0,59 - 2,19) 0,71 

 
raro * * * 0,0017 0,00 (-Inf - Inf) 1 

  Valor de p para associação de haplótipo global: 0,95 

MMP3 
 

rs679620 rs522616 
    

 
1 T T 

 
0,3932 1 --- 

 
2 C C 

 
0,3085 1,03 (0,57 - 1,88) 0,92 

 
3 C T 

 
0,2983 2,07 (1,17 - 3,65) 0,013 * 

  Valor de p para associação de haplótipo global: 0,02 * 

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confiança; Inf: frequência menor que 0.  
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6  DISCUSSÃO 

Malila e colaboradores encontraram associação de um polimorfismo 

localizado na região promotora do gene MMP3. A presença do genótipo 5A+ no 

polimorfismo da região promotora -1612 indicou alta susceptibilidade para 

desenvolvimento de lesão do LCA em pacientes que praticavam esportes de contato 

(64). A MMP3, assim como as outras metaloproteinase, tem como função realizar a 

degradação enzimática de colágeno e auxiliam na quebra de outros componentes 

estruturais presentes na MEC do tecido musculoesquelético, tal como 

proteoglicanos, fibronectina, entre outros (65). 

Proteases como a metaloproteinses realizam a remodelação da MEC, 

quando estão em equilíbrio influenciam na morfogênese e desenvolvimento normal 

do tecido no qual se encontram. Entretanto, quando há uma alteração na 

homeostasia as metaloproteinase podem atuar de forma exacerbada no processo de 

regeneração, uma vez que possui um papel importante no processo anti-

inflamatorio. Sabe-se que as metaloproteinases, assim como seus inibidores são 

controladas por fatores hormonais, ação de citocina antiinflamatorias e fatores de 

crescimento. O processo anti-inflamatório que ocorre durante a lesão do joelho 

ocorre com finalidade de promover a regeneração do tecido lesionado, de forma que 

as metaloproteinases e seus inibidores podem remodelar o ambiente celular e 

influenciar nos processos de invasão e migração celular(65, 66) 

Nós observamos que indivíduos que possuem genótipo homozigoto para o 

alelo raro (TT) da variante rs2285053 do gene MMP2 possuem mais chances de 

desenvolver ruptura do LCA (p=0,024). Da mesma maneira, ao analisar os 

haplótipos encontramos associação do haplótipo C/T (rs679620/ rs522616) no gene 

MMP3, indicando alto risco de desenvolver lesão do menisco medial (p=0,013) 

Portanto, podemos considerar que indivíduos com genótipo TT para rs2285053 

(MMP2) ou haplotipo C/T para MMP3 possuem a atividade dessas metaloproteinase 

mais sensível do que os demais genótipos levando a uma ação relativamente 

aumentada. A MEC do LCA e MM pode gerar desequilíbrio entre os processos de 

síntese e degradação levando a um aumento do risco em desenvolver a lesão do 

LCA quando há presença do genótipo TT (rs2285053) ou em desenvolver lesão de 

MM na presença do haplótipo C/T para MMP3. Adicionalmente, a possível atividade 
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aumentada da MMP2 e MMP3 pode influenciar no aumento do processo anti-

inflamatório, levando a um maior processo degenerativo.  

Ao avaliar o polimorfismo rs17576 do MMP9 para desenvolvimento de lesão 

do MM, observamos que o a presença do alelo raro (G) indica um fator de proteção 

para a ocorrência da lesão (p=0,041). Portanto, a presença do alelo raro seja em 

homozigoze ou heterozigoze mostra que a atividade da MMP9 possui uma 

degradação equilibrada das fibras de colágeno, proteoglicanos e outros compostos 

da MEC, garantindo regulação apropriada para a manutenção da MEC, e resultando 

em um tecido com a capacidade estrutural necessária para suprir as necessidades 

biomecânicas do MM.  

A TNXB é uma glicoproteína presente na MEC e membro da família das 

tenascinas X. É responsável por regular a fibrilogenese do colágeno (67) e estão 

envolvidas nos processos de morfogênese, migração e crescimento celular de 

diversos tecidos (68). Em humanos, TNX é expresso abundantemente em todos os 

tecidos conectivos, incluindo tendões e ligamentos, e um fragmento de 140kDa está 

presente no soro (69) TNX é importante para a deposição apropriada das fibras de 

colágeno na derme. Mutações de TNX, resultando em deficiência dessa proteína, 

causam uma forma autossômica recessiva de EDS, que é uma doença do tecido 

conjuntivo caracterizada por hipermobilidade de articulações, hiperextensão da pele 

e fragilidade de tecidos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7148). Luxações ou 

subluxações também podem ser observadas em indivíduos com EDS devido à 

deficiência de TNX (70). TNX também é candidato à síndrome da hipermobilidade 

articular benigna, na qual foi previamente descrita uma redução dos níveis séricos 

de TNX (69). Estudos com fibroblastos de camundongos nulos para TNX sugerem 

que essa proteína tem um papel fundamental na regulação da deposição de fibrilas 

de colágenos, independentemente da síntese de colágenos e fibrilinogênese (71). 

Nakahara e colaboradores avaliaram células de ACL de pacientes com 

osteoartrite, e observaram que existia uma expressão reduzida de TNXB (72), eles 

sugerem que citocinas inflamatórias regulam a ação da TNXB resultando em 

desorientação das fibras de colágenos e podendo causar processos de 

degeneração, infiltração de células inflamatórias, neovascularização ou metaplasia 

dos condrócitos podendo levar a uma ruptura degenerativa (72) Até o presente 
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momento não existem estudos avaliando polimorfismos e a associação com 

afecções musculoesqueléticas como ruptura de LCA ou MM.  

Na presente tese observamos que o polimorfismo rs185819 da TNXB está 

associado à proteção para o desenvolvimento de lesão do LCA. Ou seja, indivíduos 

com duas cópias do alelo raro (T) possuem menor susceptibilidade em desenvolver 

a ruptura do LCA (p=0,01) quando comparados a indivíduos com somente uma 

cópia do alelo raro. Da mesma forma, esses últimos possuem menos chances de 

desenvolver lesão do LCA quando comparados a indivíduos sem o alelo raro, 

caracterizando o modelo aditivo de hereditariedade. Também observamos que o 

haplótipo A/C/T/T - rs2894232, rs34214527, rs185819 e rs1009382, respectivamente 

- para TNXB pode ser considerado como fator de proteção para o desenvolvimento 

de lesão de LCA (p=0,0054). Dessa forma, podemos considerar que a presença do 

alelo T (rs185819) e o haplotipo A/C/T/T para TNXB podem estar associados na 

melhor disposição das fibras de colágenos, garantindo melhor estruturação do LCA. 

A lisil oxidase (LOX) é uma enzima envolvida no processo de estabilização 

de fibrilas de colágeno, responsável pelo primeiro passo da formação de cross-links. 

LOX catalisa a formação de lisil aldeído (alisina) e hidroxilisil aldeído (hidroxialisina). 

Todas as reações seguintes para a formação de cross-links envolvendo moléculas 

de colágeno ocorrem espontaneamente em virtude do alinhamento dessas 

moléculas. LOX também catalisa a desaminação oxidativa de resíduos peptidil-lisina 

de precursores de elastina (73, 74).  

A ligação cruzada entre essas proteínas de MEC por LOX é essencial para a 

formação de colágeno insolúvel e fibras elásticas e para o desenvolvimento normal 

de mamíferos (73, 74). A atividade de LOX é essencial para a manutenção das 

características elásticas e a resistência tênsil de tecidos conectivos, pulmonar e do 

sistema cardiovascular, entre outros (75). A expressão e a atividade de LOX são 

alteradas em muitas doenças humanas, incluindo câncer, doenças cardiovasculares 

e fibrose (76). Entretanto, até o momento não existe nenhum estudo investigando a 

associação com o desenvolvimento de lesões ortopédicas como LCA e MM. Nosso 

grupo não encontrou associação de polimorfismos do LOX com o desenvolvimento 

das lesões estudadas, entretanto, ao avaliar os haplótipos pudemos observar que o  

haplótipo C/T - rs2288393 e rs1800449, respectivamente – pode ser considerado 
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como fator de proteção para o desenvolvimento de lesão do LCA. Dessa forma, sua 

atuação pode estar associada uma ação enzimatica equilibrada, contribuindo para a 

manutenção da MEC, e resultando em um tecido com características elásticas e de 

resistência adequada para a funcionalidade do LCA. 

A estrutura básica de ligamentos e tendões é a fibrila de colágeno. As fibrilas 

consistem predominantemente em colágeno tipo I (COL1)COL1 é um heterotrímero 

constituído de duas cadeias α1 (COL1A1) e uma α2 (COL1A2). As fibrilas também 

contêm colágeno tipo III (COL3) e V (COL5). COL3 é um homotrímero constituído 

por três cadeias de α1 (COL3A1). Outros colágenos, glicoproteínas e proteoglicanos 

podem estar associados às fibrilas(38). Em ligamentos, a proporção de COL3 é 

geralmente maior, variando de 12 a 40% de alguns ligamentos. A quantidade de 

COL3 contribui para a elasticidade do tecido e varia de acordo com o ligamento (77). 

Nessas estruturas, em recém-nascidos, as fibras constituídas de COL3 são 

maleáveis e elásticas. Com o passar das décadas, as células produtoras de 

colágeno sintetizam menos COL3 e progressivamente mais COL1. COL1 apresenta 

grupos sulfato que fazem ligações do tipo cross-link (ligação cruzada) e pontes com 

outros filamentos colágenos, tornando o tecido menos elástico e mais estável. A 

alteração na razão da produção de COL1 e COL3 está altamente relacionada à 

idade cronológica (78). Sendo assim, maior expressão de COL3 em ligamentos de 

indivíduos adultos pode estar relacionada à hipermobilidade ou instabilidade de 

articulações e, dessa forma, ao risco de lesões. 

Alguns polimorfismos em genes de colágeno foram previamente associados 

ao risco de lesões ortopédicas. Posthumus e colaboradores (34) demonstram que 

um polimorfismo de COL1A1 (rs180012) era fator protetor para lesão do LCA em 

uma população caucasoide da África do Sul. Por outro lado, em outro estudo, 

Posthumus e colaboradores (35) não identificaram associação entre esse 

polimorfismo e ruptura de tendão de Aquiles. Os autores descreveram que o 

genótipo TT era um fator protetor para lesão do tendão de Aquiles. O mesmo 

resultado foi obtido quando todas as lesões foram combinadas e comparadas a 

indivíduos controles. 

Diferente dos demais genes avaliados, o estudo de polimorfismos de genes 

que codificam o colágeno tem sido muito investigado na última década. 
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Recentemente Em 2015, O’Connel e colaboradores encontraram associação  entre 

COL5A1 (rs12722) e COL12A1 (rs970547) na população sul-africana com 

diagnostico de lesão de LCA (79). Recentemente, Stepien-Slodkowska e 

colaboradores observaram associação  de risco reduzida em indivíduos portadores 

do genótipo GG do COL1A1 (rs1800012) (80).  

Ao avaliar nossa população, diferente dos demais estudos, nós não 

encontramos associação estatisticamente significante entre os polimorfismos citados 

anteriormente. Entretanto, observamos que o haplótipo C/G/G - rs rs411717, 

rs2521206 e rs42524 – no gene da COL1A2 indica maior chance de desenvolver 

lesão do LCA (p=0,0084).  

Ao avaliar o grupo de lesão do menisco medial, pudemos observar que o 

genótipo GG para o polimorfismo rs3106796 do gene COL3A1 indica um aumento 

de susceptibilidade para desenvolver a lesão(p=0,004). Quando o haplótipo foi 

avaliado, verificamos que a combinação G/G - rs1800255 e rs3106796, 

respectivamente – para o COL3A1 confere aumento do risco em desenvolver a 

lesão de MM (p=0,02). Dessa forma, podemos considerar que a presença do alelo 

raro está influenciando na composição das fibrilas, principal componente da MEC do 

LCA e composta principalmente por colageno. 

É importante informar que as análises de polimorfismos e de haplotipos 

foram ajustadas por idade, gênero, ancestralidade molecular e dados de 

hipermobilidade generalizada articular. Como a população de estudo, brasileira, é de 

origem miscigenada a investigação de marcadores genéticos são necessários para 

melhor categorização dos grupos. Da mesma maneira os indivíduos avaliados 

também foram pareados com os dados de HGA, já que sabe-se que é um fator de 

risco para ambas as lesões. Adicionalmente, vale ressaltar que o N amostral no 

presente estudo é baixo para considerar representativo da nossa população. É 

necessário aumentar o número amostral para se ter uma melhor investigação e 

validação da frequência genotípica e alélica. 
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7  CONCLUSÃO 

Os polimorfismos rs2285053 (MMP2) e rs10434 (VEGFA) estão associados 

ao risco de desenvolver lesão do ligamento cruzado anterior. O polimorfismo 

rs185819 (TNXB) está associado a lesão do ligamento cruzado anterior como fator 

de proteção. Ao avaliar os haplótipos, encontramos associação dos haplótipos: 

C/G/G (rs rs411717/ rs2521206/ rs42524) no gene COL1A2, indicando risco para a 

lesão; C/T (rs2288393/ rs1800449) do gene LOX e A/C/T/T 

(rs2894232/rs34214527/rs185819/rs1009382) da TNXB considerados fator de 

proteção para o desenvolvimento da doença. 

Ao avaliar o grupo com e sem lesão de menisco medial, observamos que os 

polimorfismos rs3106796 do gene COL3A1 confere aumento do risco em 

desenvolver a lesão, enquanto o polimorfismo rs17576 do MMP9 indica proteção 

para o desenvolvimento da lesão de menisco medial. Os haplotipos G/G 

(rs1800255/rs3106796) do gene COL3A1 e C/T (rs679620/rs522616) no gene MMP3 

estão relacionados com o risco de desenvolver lesão do menisco medial. 

Observamos que polimorfismos da MEC estão associados com a lesão de 

ligamento cruzado anterior e lesão do menisco medial.  
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