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RESUMO

A tendinopatia é uma doenca degenerativa do tenddo, causada por altos niveis de estresse
mecanico ou aciimulo de microtraumas, que provocam a desorganizacéo do tecido tendineo. E
uma doenca multifatorial, que acomete 2 - 9% da populagdo em geral, muito frequente em
individuos que trabalham em ambientes suscetiveis a riscos ergondmicos, sendo considerada
um distarbio osteomuscular relacionado ao trabalho (Dort). Em atletas profissionais, que séo
altamente expostos a movimentos continuos, a tendinopatia pode ocorrer em até 50% dos in-
dividuos. A principal queixa dos pacientes é a dor cronica no tenddo afetado, que é resultado
dos processos inflamatorios nas fases iniciais do desenvolvimento da lesdo. Estudos indicam
que as células T regulatérias (Treg), influenciadas pela proteina forkhead-box tipo3 (FOXP3)
e pelo fator de transcricdo homologo aos receptores Fcylll classicos (FCRL3), modulam a
resposta imunoldgica para reparar a lesdo no tenddo. Além disso, uma maior expressdo génica
do fator de necrose tumoral tipo alfa (TNF-a) também é encontrada em tenddes degenerados.
Sendo assim, este trabalho teve por finalidade avaliar a influéncia de polimorfismos dos genes
FcRL3, FOXP3 e TNF-a no desenvolvimento da tendinopatia. Trata-se de um estudo analitico
de caso-controle envolvendo 270 atletas brasileiros, sendo divididos em casos diagnosticados
de tendinopatia e controles. Os polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) FCRL3 -169T>C,
FOXP3 -2383C>T e TNF-«a (-1031 T>C, -857C>T, -308G>A) foram determinados pela rea-
cdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR), utilizando sistema TagMan. As razdes de
chances brutas e ajustadas (OR) com os seus intervalos de confianca (IC) de 95% foram esti-
madas usando o método de regressdo logistica multivariada ndo-condicional. A idade (P <
0,001), o sexo (P < 0,001), o indice de massa corporal (P = 0,04), o acompanhamento nutrici-
onal (P = 0,001), o tempo de pratica no esporte (P = 0,001) e a presenca de dor no tendédo (P <
0,001) foram identificados como fatores de risco para a tendinopatia em atletas. O genétipo e
o alelo variante do polimorfismo FcRL3 -169T>C (OR: 2,02, IC 95%: 1,00 - 4,09 e OR: 1,44,
IC 95%: 1,02 - 2,04, respectivamente) e o haplétipo TNF-o TCA (-1031 T>C, -857C>T, -
308G>A) (OR: 2,65, IC 95%: 1,32 - 5,30) foram associados positivamente com o desenvol-
vimento da tendinopatia em atletas. Estes resultados evidenciam que polimorfismos dos genes
envolvidos com a atividade das células Treg e a expressdo de TNF-a estdo associados com a
suscetibilidade da tendinopatia e podem contribuir para a identificagdo de novos alvos tera-
péuticos ou programas de prevencdo da doenga.

Palavras-chave: Tendinopatia. Polimorfismos genéticos. TNF-a. Células T regulatorias.



ABSTRACT

Tendinopathy is a degenerative disease of the tendon, caused by high levels of mechani-
cal stress or accumulation of microtraumas that cause disorganization of the tendon tissue. It
Is a multifactorial disease, which affects 2 - 9% of the general population, being frequent in
individuals who work in environments susceptible to ergonomic risks, being considered a
work-related musculoskeletal disorder (Dort). In professional athletes, who are highly ex-
posed to overuse movements, tendinopathy can occur in up to 50% of individuals. The main
complaint of patients with the lesion is chronic pain in the affected tendon, which is the result
of inflammatory processes in the early stages of lesion development. Studies shown that regu-
latory T cells (Treg), influenced by the type 3 forkhead-box protein (FOXP3) and by the tran-
scription factor homologous to classic Fcylll receptors (FCRL3), modulate the immune re-
sponse to repair a tendon injury. Moreover, the high gene expression of tumor necrosis factor
type alpha (TNF-«) is found in degenerated tendons. Thus, this study aimed to evaluate the
influence of polymorphisms of the FcRL3, FOXP3 and TNF-a genes in the development of
tendinopathy. This is an analytical case-control study involving 270 Brazilian athletes, divided
into diagnosed cases of tendinopathy and controls. Single nucleotide polymorphisms (SNPs)
FcRL3 -169T>C, FOXP3 -2383C>T and TNF-a (-1031 T>C, -857C>T, -308G>A) were de-
termined by the polymerase chain reaction in time (PCR), using the TagMan system. The odds
ratios (OR) with their 95% confidence intervals (CI) were estimated using the non-conditional
multivariate logistic regression method. The age (P<0.001), sex (P<0.001), body mass index
(P=0.04), nutritional monitoring (P=0.001) and practice time in sport (P=0.001) and the pres-
ence of tendon pain (P<0.001) were identified as risk factors for tendinopathy in athletes. The
variant genotype and allele of the FCRL3 -169T>C polymorphism (OR: 2.02, 95% CI: 1.00-
4.09 and OR: 1.44, 95% CI. 1.02-2.04, respectively) and the TNF-a TCA (-1031 T>C, -
857C>T, -308G>A) haplotype (OR: 2.65, 95% CI: 1.32-5.30) were positively associated with
development tendinopathy in athletes. These results show that polymorphisms of the genes
involved with the activity of Treg cells and the expression of TNF-a are associated with the
susceptibility of tendinopathy and may contribute to the identification of new therapeutic tar-

gets or programs for disease prevention.

Keywords: Tendinopathy. Genetics polymorphisms. TNF-a. Regulatory T cell.
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1 INTRODUCAO

A tendinopatia € uma doenca degenerativa que ocorre quando os tendfes sao
submetidos a altos niveis de estresse mecanico e/ou pelo acimulo de microtraumas e
distribuicdo irregular de sua carga ténsil (WU et al., 2011). E um distGrbio com causa
desconhecida, no entanto pode se desenvolver em individuos que trabalham em ambientes
suscetiveis a riscos ergonémicos, causando um alto impacto social e econdmico devido a
perda de produtividade e compensagdo por doenca, custos para a administracdo de salde
publica e suplementar com diagndsticos e tratamentos, e por vezes na aposentadoria
precoce por invalidez devido as limitacGes fisicas e psicossociais dos trabalhadores, o que
torna a doengca como um grave problema de satde ocupacional do mundo (HOPKINS et
al., 2016, FEARON et al., 2014, BRASIL, 2012).

A prevaléncia da tendinopatia varia conforme o tenddo afetado por meio dos
movimentos incessantes realizados pelos individuos. Na populacdo em geral, é mais
frequente nos individuos que trabalham em ambientes suscetiveis a riscos ergonémicos,
sendo considerada um distdrbio osteomuscular relacionado ao trabalho (Dort), assim a
tendinopatia patelar (8,5%), tendinopatia de Aquiles (3,8 — 5,6%), epicondilite (0,3 — 6,6%)
e tendinopatia no manguito rotador (2 — 3,8%) sdo o0s quatro tipos mais prevalentes
(HOPKINS et al.,, 2016). No entanto, em atletas profissionais, a prevaléncia da
tendinopatia é mais elevada (10 - 50%), devido a estarem altamente expostos a uma
intenso volume de atividades fisicas que aumentam a sobrecarga mecanica absorvida pelo
tenddo (ABAT et al., 2017, HOPKINS et al., 2016, KUJALA et al., 2005).

O cenério clinico da tendinopatia é bastante uniforme para todos os locais da
morbidade, no qual a dor a palpacdo no tendédo lesionado, inchacgo e reducdo da amplitude
articular do movimento s&o os achados clinicos mais consistente encontrados (MORTON
et al., 2015). Porém, a complexidade da doenca envolvida por fatores modificaveis e néo-
modificaveis contribuem para uma predisposi¢cdo ou indicio de suscetibilidade a leséo,
dificultando assim o diagndstico precoce para evitar sua progressdo patoldgica (MORTON
etal., 2015, RIBBANS; COLLINS, 2013).

O estagio inicial da tendinopatia apresenta um perfil inflamatério, devido a um
influxo de células imunoldgicas e a produgéo de citocinas que interagem com 0s tendcitos
para tentar reparar a lesdo tecidual (MILLAR et al., 2017, MARSOLAIS et al., 2001). As
células T regulatérias CD4" CD25" (Treg) séo supressoras da atividade imunoldgica, sendo
capazes de favorecer a regeneracdo do tenddo lesionado. Contudo, a efetividade de sua



funcgdo é regulada positivamente pela proteina forkhead-box P3 (FOXP3) e inversamente
pelo fator de transcricdo homdlogo aos receptores Fcylll classicos (FCRL3) (BAJPAI et al.,
2012). Além disso, citocinas pré-inflamatorias podem retardar o processo de reparo pos-
lesdo, como o caso do fator de necrose tumoral do tipo alfa (TNF-a), que induz o processo
de apoptose dos tendcitos, favorecendo a degeneracdo primaria do tenddo (DOCHEVA et
al. 2015, FONT TELLADO et al. 2015, FUCHS; STELLER, 2015).

Apesar da etiologia da tendinopatia ndo ser totalmente esclarecida, a suscetibilidade
genética pode contribuir para o fenétipo desta doenca (MAFFULLI et al., 2013). Desse
modo, nosso grupo vem se dedicando na identificacdo de polimorfismos genéticos que
possam estar associados com o desenvolvimento da doenga. Recentemente, foi avaliada a
influéncia de polimorfismos de Unico nucleotideo (SNP) dos genes do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e seu receptor tipo 2 (VEGFR2), codificado pelo gene receptor
dominio kinase (KDR), envolvidos na angiogénese, processo importante para a estrutura
fisioldgica e tensdo mecanica do tenddo. Foi observada associagdo negativa do SNP KDR
1192G>A com o desenvolvimento da tendinopatia (OR: 0,41; 1C95%: 0,19 - 0,88) em
atletas de voleibol (SALLES et al., 2016).

Nesse contexto, torna-se relevante estudar os mecanismos moleculares envolvidos
na fisiopatologia imunoldgica da tendinopatia, com o intuito de identificar os fatores

associados com o desenvolvimento da doenca.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ESTRUTURAE FISIOLOGIA DO TENDAO

Os tenddes sdo estruturas que ligam os musculos esqueléticos aos 0ssos ou a outros
mausculos, permitindo assim o movimento das articulagdes ou a manutencdo da postura do
corpo, além de transmitir forca e absorver impactos biomecéanicos (TADROS et al., 2018,
XU; MURREL, 2008, WANG, 2006). S&o formados por tecido conjuntivo denso
modelado, sendo compostos por células (20%) e matriz extracelular (80%) (LONGO et al.,
2018).

O material celular é composto por tenoblastos e tendcitos, que correspondem a
cerca de 90-95% de todo contetdo celular no tecido (LONGO et al., 2018). Os tenoblastos
sdo células tendineas imaturas que possuem alta atividade metabolica por consumo de
oxigénio, sendo assim responsaveis pela producdo da matriz extracelular organizada do
tecido, devido a sintetizarem colagenos, fibronectina e proteoglicanos (HOPE; SAXBY,
2007). Os tendcitos sdo células provenientes da maturacdo dos tenoblastos, responsaveis
por secretar coldgenos e suportar cargas ou tensdes biomecanicas por grandes periodos de
tempo (LONGO et al., 2018).

A matriz extracelular dos tenddes é altamente sensivel as acGes celulares, as quais
remodelam seu desenvolvimento, homeostase e regeneracéo tecidual, por meio de digestéo
enziméatica e deposicdo de matriz recém-sintetizada. Esse processo, além de prover
ancoragem e arcabou¢o mecanico para a renovacao tecidual, tem um importante papel na
regulacdo da morfologia, diferenciacdo, migracdo e metabolismo celulares dos tenddes
(WU et al., 2011). O principal elemento da matriz € o colageno, essencial para o tendao
pois prové integridade estrutural, contribui para a forga mecéanica do tecido e constitui
cerca de 60% de seu peso seco. O tipo predominante é o colageno tipo I, que responde por
aproximadamente 95% da quantidade total de colageno, sendo responsavel pela densidade
do tecido (SHARMA; MAFFULLLI, 2006; TAYLOR et al., 2009). Ainda, ha presenca do
colageno tipo V, que é intercalado com um nucleo de fibrilas de colageno tipo I, regulando
o crescimento fibrilar e do colageno tipo 111, que sob a forma de pequenas fibras reticulares
desorganizadas, podem ocasionar reducdo da forca mecanica (COLLINS, 2010, WANG,
2006).

Estruturalmente, o tend&o é organizado em niveis hierarquizados (figura 1), no qual

o primeiro nivel é formado pela agregacdo das fibras de colageno que se dispdem
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paralelamente em torno do endotenddo, formando os fasciculos. Os fasciculos, por sua vez,
sdo circundados pelo epitenddo que contém os sistemas vasculares, linfaticos e nervos,
caracterizando o segundo nivel hierarquico. Por fim, o tenddo € envolvido pelo paratendéo
que possui uma camada interna de liquido sinovial e evita a friccdo contra tecidos
circundantes, formando o terceiro nivel hierarquico (FESSEL, 2009, WANG, 2006).

Essa composicéo favorece ao aumento da forga tendinea, além de assegurar o néo
espalhamento lesivo ao longo do tecido. A origem da forca tendinea reside na organizagéo
das fibras de colageno em feixes paralelos, que distribui as cargas e evita os danos
causados pela concentracdo de estresse em um Unico ponto do tecido (WANG, 2006,
FESSEL, 2009).

Figura 1 - Estrutura e organizacao em niveis hierarquizados de um tendéo

Paratenddo

Epitendao

Endotenddo

Fibras de
coldgeno

Fasciculos .
Tenddo

Tendcitos

Fonte: Adaptado de www.msdlatinamerica.com. Acesso em 20 de dezembro de 2019.
Relacdo entre as fibras de colageno, fasciculos, unidades de tend&o e os tecidos conjuntivo
gue os circundam respectivamente.

As cargas mecanicas desempenham um importante papel na organizacéo tecidual e
também na fisiologia do tend&o, pois modificam a estrutura, composic¢ao e propriedades
mecénicas do tenddo (SAKABE; SAKAI, 2011, KOVACEVIC; RODEO, 2008). No
entanto, quando as cargas sdo intensas, ocorrem microrupturas que levam um aumento no
processo inflamatdrio local, provocando a tendinopatia (SHARMA; MAFFULLLI, 2006).

2.2 TENDINOPATIA

A tendinopatia é uma doenca degenerativa do tenddo, causada por altos niveis de


http://www.msdlatinamerica.com/

estresse mecanico ou acumulo de microtraumas que provocam a alteracdo das fibras
colagenas, além do aumento da permeabilidade vascular, promovendo a desorganizacdo do
tecido tendineo (TADROS et al., 2018, WU et al., 2011). As alteragdes morfoldgicas
promovem um afrouxamento do tecido, tornando o tenddo mais suscetivel a ruptura,
provocando dor (HOPE; SAXBY, 2007). Macroscopicamente, a tendinopatia se apresenta
como uma degeneracdo mucoide e de cor acastanhada (GONCALVES-NETO et al., 2002).
Histologicamente, como ilustrado na figura 2A, confirma-se que o tenddo apresenta
desorganizacdo e micro ruptura das fibras de colageno e hipercelularidade arredondada
(SATOMI et al., 2008). Na figura 2B, encontra-se a histologia de um tenddo normal que
apresenta boa organizacdo estrutural das fibrilas de colagenos, com padrdo de bandas

tipicas e presenca de células fusiformes.

Figura 2 - Histologia da tendinopatia corada com Hematoxilina e Eosina
A

Fonte: Adaptado de Calder et al. (2016). (A) Aumento da celularidade arredondada (flechas
azuis) e microrupturas de fibras com canal mucéide (setas brancas) consistentes com
tendinopatia. (B) Tecido com fibrilas de colageno organizadas e alinhadas, caracteristico de
um tend&o normal (Fotos com ampliagdo x 10).

2.2.1 Epidemiologia da Tendinopatia

A tendinopatia é um problema clinico comum em individuos que trabalham em
ambientes suscetiveis a riscos ergondmicos, sendo considerado um Dort, comum em atletas
profissionais (ABAT et al., 2017, MAFFULLI et al. 2003, MINISTERIO DA
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PREVIDENCIA E ASSISTENCIA SOCIAL, 1987).

Os disturbios causados no tendao devido a trabalhos com esforcos repetitivos néo
sdo recentes, poréem representam na atualidade um grave problema socioeconémico e de
salde publica no Brasil, em razdo da extensa populacdo exposta a riscos ergonémicos
(MEDINA; MAIA, 2016). Ocorre em trabalhadores de industrias de eletrodomésticos,
medicamentos, carros, construcdo, processamento de alimentos, dentistas, escritérios,
bancos, manufatura de equipamentos, carregadores, terminais de video, operadores de
maquina, telefonistas, digitadores, empacotadores, vendedores, perfuradores, calculadores,
entre outros (MAULIK et al., 2014, OZDOLAP et al., 2013; ALEXANDRE et al., 2011,
McCORMACK, 2010, LEITE et al., 2007, SAKATA, ISSY, 2003).

Na populacdo em geral, a tendinopatia patelar no joelho (8,5%), tendinopatia de
Aquiles no calcanhar (3,8 — 5,6%), epicondilite no cotovelo (0,3 — 6,6%) e tendinopatia no
manguito rotador do ombro (2 — 3,8%) sdo o0s quatro tipos mais prevalentes da lesdo
(HOPKINS et al., 2016). No entanto, devido a extensa carga mecanica exercida sobre 0s
tenddes diariamente, a prevaléncia da tendinopatia em atletas varia entre 10-50%,
dependendo da modalidade esportiva (ABAT et al., 2017, HOPKINS et al., 2016, KUJALA
et al., 2005).

Hopkins e cols. (2016) verificaram que a prevaléncia da tendinopatia em atletas
varia de acordo com o tenddo afetado, modalidade esportiva, grau de intensidade de
treinamento e nivel competitivo do atleta. A tendinopatia patelar apresenta-se comumente
(15 — 45%) em atletas que praticam esportes de salto (SALLES et al., 2016; LIAN et al.,
2005). A tendinopatia de Aquiles é mais frequente em corredores (30%), enquanto que a
tendinopatia do manguito rotador e epicondilite acometem mais (20 — 40% e 10 — 30%,

respectivamente) os atletas que praticam esportes de lancamento (HOPKINS et al., 2016).

2.2.2 Impacto da tendinopatia na satde publica

A tendinopatia tem um impacto socioeconémico significativo no ambito da satde
publica, devido ao numero de individuos acometidos, complexidade da doenca, custo-
eficacia de diagnostico e tratamento, além das implicacbes econémicas devido a
incapacidade para o trabalho (HOPKINS et al., 2016). A perda de produtividade e dias de
trabalho, devido ao progresso da leséo, geram efeitos sobre a qualidade de vida dos
pacientes e custos com pagamentos de beneficios previdenciarios (MORAES et al., 2017).

O aumento da prevaléncia da lesdo na populacdo em geral é resultado das
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transformacdes nas organizacdes trabalhistas das empresas, que tem se caracterizado pelo
estabelecimento de metas e produtividade. Visto que consideram apenas a qualidade dos
produtos/servicos e aumento da competitividade de mercado, sem levar em conta as
limitacGes fisicas e psicossociais dos trabalhadores. Assim, torna-se um dos maiores
problemas de saude ocupacional do mundo (BRASIL, 2012).

No Brasil, a Politica de Saude do Trabalhador vem sendo desenvolvida desde a
Constituicdo Federal de 1988, e as notificacbes da tendinopatia relacionadas a saude
ocupacional foram iniciadas no Sistema Unico de Saude (SUS) em 2006. No entanto, 0s
nameros referentes aos registros no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo
(Sinan), em todo o pais, ndo estdo equivalentes aos dados da Previdéncia Social. Isso pode
ser devido os dados reportados serem apenas de trabalhadores registrados em carteira, 0
que ndo corresponde ao total de trabalhadores que exercem movimentos repetitivos em
seus processos ocupacionais (MEDINA; MAIA, 2016).

Em atletas profissionais, a tendinopatia representa uma condi¢do generalizada que
podem sofrer maiores perdas econémicas por lesdo, atingindo altos custos e perda de
produtividade por desempenho. O 6nus imposto as atividades diarias ndo pode ser
ignorado, pois cerca de um quarto dos pacientes com epicondilite apresentam dificuldades
em vestir-se, carregar objetos, dirigir e dormir (HOPKINS et al., 2016). Além disso, no
Brasil h4 programas de incentivo a atletas, como em caso de bolsa-auxilio e moradia,
porém ndo abrangem condicdes de salde. Assim, em casos de lesdes graves, o atleta tem
que recorrer a0 SUS para tratamento, 0 que aumenta o tempo de afastamento das
atividades esportivas, ocasionando perda de contratos com equipes ou até mesmo

encerramento precoce da carreira.

2.2.3 Fatores de risco associados a tendinopatia

A tendinopatia € uma doenca multifatorial, constituida de fatores intrinsecos e/ou
extrinsecos. Os fatores intrinsecos estdo associados com a funcdo exercida, idade, forca
muscular, flexibilidade, irrigacdo peculiar, atrito e compressfes contra estruturas
adjacentes e com o trajeto anatdmico e suas alteracdes, sendo que cada um destes fatores
pode ter a presenca de um componente genético (XU; MURRELL, 2008; RIBBANS;
COLLINS, 2013). J& os fatores extrinsecos estdo associados as doencas endocrinas
metabolicas (obesidade, diabetes mellitus, hipertensdo arterial, aumento dos lipideos

séricos, hiperuricemia), doengas sistémicas, tabagismo, erros no treinamento, influéncia
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hormonal, utilizacdo de antibiéticos, fatores ocupacionais, ergonémicos, ambientais,
psicologicos e principalmente ao excesso de atividades esportivas (RIBBANS; COLLINS,
2013; XU; MURRELL, 2008; BRASIL, 2012).

Em individuos expostos a riscos ergondmicos, o0 processo de trabalho, incluindo
ciclos de trabalhos pequenos, treinamentos inapropriados, atividades continuas,
equipamentos sem manutencdo preventiva e ambiente ocupacional desfavoravel
contribuem para a desregulacdo de carga estatica e dindmica no tenddo (TADROS et al.,
2018, BEAULIEU-JONES et al, 2017, MAULIK et al., 2014, MEDINA; MAIA, 2016).
Entretanto, o alto estresse exercido sobre os tenddes em atletas ja foram associados a
modalidade esportiva, carga de treinamento realizado por semana, tempo de pratica e
ambiente fisico esportivo (GOUTTEBARGE et al., 2018, MORGAN et al., 2016,
OCHARD et al., 2013, WALDEN et al., 2013).

Outros fatores ambientais apontados no surgimento da lesdo em atletas, porém
ainda pouco discutido, sdo a diferenca de altitude, condi¢des climaticas e fuso horario que
os atletas estdo submetidos em competicdes internacionais (OCHARD et al., 2013). A
condicdo ambiental, que o atleta realiza seu treinamento diario, pode ser bem diferente do
local que ele ird competir, e desse modo, consequentemente, acaba fadigando a resisténcia
normal que o tenddo consegue suportar, levando-o ao desenvolvimento da lesdo
(WALDEN et al, 2013).

Embora estes fatores de riscos extrinsecos estajam associados com a tendinopatia,
ainda ndo ha entendimento concreto sobre o desenvolvimento da lesdo, uma vez que em
fases iniciais os sintomas apresentam-se dubitaveis (ABATE et al., 2009). Dessa forma,
estudos da influéncia de componentes genéticos vém sendo de fundamental importancia

para esclarecer e detalhar a complexidade dos fatores envolvidos com a doenca.

2.2.4 Sintomas da tendinopatia

O cenério clinico é bastante uniforme para todos os tipos de tendinopatia quando
estdo em estdgios mais avancados. Os pacientes queixam-se de dor no local do tend&o
afetado, que as vezes surge insidiosamente durante uma sessdo de treinamento intenso ou
de um movimento atlético especifico, e pode diminuir completamente durante o exercicio
(ABATE et al., 2009).

Hubbard et al. (2018) em sua reviséo sistematica sobre a dor provocada por lesdes

musculoesqueléticas, apresenta estudos que verificaram o local especifico da dor para cada

21



quadro de tendinopatia. Em casos de tendinopatia no manguito rotador, a dor ocorre na
regido postero-lateral do ombro e no deltoide, e € exacerbada pela abdugéo do brago acima
de 90 graus (HERMANS et al., 2013). Na tendinopatia bicipital, a dor se manifesta no
ombro anterior que muitas vezes irradia para 0 masculo biceps ou em direcdo ao deltoide.
Essa dor pode piorar a noite ou ser exacerbada pelas atividades de puxar ou levantar
(McFARLANDS; BORADE, 2016). A dor da tendinopatia no cotovelo lateral ou medial,
também conhecida como epicondilite, se concentra antes do epicondilo que pode irradiar
ao longo dos musculos afetados (SAHRMANN, 2011). Para a tendinopatia de Aquiles, a
dor se concentra difusamente no tenddo de Aquiles, também conhecido como calcéneo.
Além disso, é possivel verificar um inchago ou declinio do tenddo durante a movimentacdo
do mesmo (SAINI et al., 2015).

A dor caracteristica da tendinopatia patelar se concentra na regido anterior do
joelho, devido a alta atividade entre o polo distal da patela e a extremidade proximal do
tenddo patelar (KHAN et al., 2002). A dor € insidiosa e comeca inicialmente depois de
atividade fisica, mas pode progredir para um ponto em que esta presente durante qualquer
atividade ou é continua, existente mesmo em repouso (FIGUEROA et al., 2016).

Apesar de locais especificos para cada lesdo, com o tempo e a atividade continuada,
a dor pode piorar e limitar o desempenho desportivo. Em casos extremos, quando ja ha
ruptura tendinea, a dor € mais intensa durante atividades leves e pode até mesmo aparecer
com o paciente em repouso. Além disso, outra queixa comum, é a sensacdo de rigidez na
parte da manha ou apés o repouso (CHRISTOFORETTI; CARROL, 2005; ABATE et al.,
2009).

Os tenddes também podem ser submetidos a rupturas subitas apds um dnico
estimulo de atividade intensa, que caracteriza a doengca como aguda e a torna assintomatica
(ABATE et al., 2009). Contudo, os sintomas da tendinopatia sdo fatores importantes que
podem comprometer a qualidade de vida do individuo e leva-lo ao afastamento de seus
trabalhos, principalmente porque ndo ha um diagnostico precoce para evitar o progresso da
doenca (HUBBARD et al., 2018, MORTON et al., 2015, ABATE et al., 2009,
CHRISTOFORETTI; CARROL, 2005).

2.2.5 Diagnostico da tendinopatia

O achado clinico mais consistente é a dor a palpacao no tend&o lesionado, inchaco e

reducdo da amplitude articular do movimento, que séo sinais de inflama¢do (HUBBARD
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et al., 2018, FIGUEROA et al., 2016, SAINI et al., 2015). Entretanto, isso é influenciado
pela posi¢do que o tecido se encontra, uma vez que o tenddo sob tensdo diminui a dor
significativamente, podendo até desaparecer. A palpacédo do tenddo deve ser com sua total
extensdo, exercendo uma leve pressdo no seu polo superior. Usando esse método, a dor a
palpagéo pode ser classificada como leve, moderada ou severa. No entanto, para os atletas
de elite sdo desenvolvidos procedimentos de treinamento para avaliagdo do seu
desempenho atlético e o risco de desenvolvimento de lesdo, uma vez que a dor leve pode
ser considerada normal nos mesmos (COOK et al., 2001).

Um método objetivo para quantificar os sintomas da tendinopatia é utilizando o
questionario VISA (Victorian Institute of Sport Assessment). Este método oferece um
amplo espectro para classificar a tendinopatia, com base na avaliacdo dos sintomas, testes
funcionais e habilidade para praticar esportes, no qual o melhor desempenho apresenta
nota dez e o pior desempenho nota zero (MORTON et al., 2015).

Quanto aos exames para visualizar a lesdo do tenddo, os métodos por imagem,
como ressonancia magnética ou ultrassonografia, sdo bastante utilizados. A ressonancia
magnética é considerada a primeira escolha para diagndstico da tendinopatia, pois além de
possuir alta sensibilidade e especificidade (78% e 86%, respectivamente) (WARDEN;
BRUKNER, 2003), ainda possui vantagem na capacidade de delinear a patologia intra-
articular, permitindo um amplo espectro de doencgas a serem incluidas no diagndstico
diferencial, como mostrado na figura 3A (FIGUEROA et al., 2016). No entanto, a
utilizacdo desse equipamento inclui maior custo, menor disponibilidade e um exame de
tempo mais longo.

A ultrassonografia pode localizar lesdes intratendineas que aparecem como zonas
de baixa ecogenicidade (Figura 3B). Além disso outros achados ultrassonograficos comuns
incluem espessamento do tenddo, irregularidade do paratenon, calcificacdes
intratendinosas e erosdes no local acometido (FIGUEROA et al., 2016). No entanto, em
casos de tendinopatia patelar, a sensibilidade e especificidade da ultrassonografia no
diagnoéstico sdo menores que a ressonancia magnética, cerca de 58% e 94%,
respectivamente (WARDEN; BRUKNER, 2003). Desse modo, deve ser reservada para

casos que a ressonancia magnética ndo seja opgao.
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Figura 3 — Diagnostico por imagem da tendinopatia patelar

Fonte: Adaptado de Figueroa et al. (2016). (A) Imagem de ressonancia magnética
mostrando aumento do sinal na regido posterior do tenddo patelar proximal e polo inferior
da patela, com espessamento do tend&o (seta). (B) Sonograma mostrando zonas de menor
ecogenicidade (seta), tipicamente na porcao posterior do tendao patelar adjacente ao polo

inferior da patela.

Apesar dos exames por imagem serem tdo eficientes no diagnostico da
tendinopatia, 0s mesmos apenas sdo visualizados em estagios avancados da doenca, no
qual ja ha degeneracéo parcial ou total do tecido (MAHONEY, 2017). Sendo assim, torna-
se importante entender os fatores envolvidos na etiopatogenia da doenca, de tal modo que
possa contribuir para otimizacdo do diagndstico e/ou prognéstico precoce e direcionar o

melhor tratamento a esta patologia.

2.2.6 Tratamento da tendinopatia

No geral, o tratamento da tendinopatia pode ser clinico ou cirdrgico (EVERHART
et al., 2017; MURTAUGH; IHM, 2013). O tratamento clinico pode levar até seis meses,
todavia nem sempre o atleta fica afastado de treinamentos devido a lesdo (KHAN et al.,
2000). Everhart et al. (2017) estudaram os métodos mais empregados para tratar a
tendinopatia, e verificaram que Vvarios tratamentos néo cirdrgicos sdo significativamente
eficazes para reduzir a dor dos pacientes, porém ndo observou significancia quanto a
recuperacgdo na funcédo do tenddo.

Dentre estes métodos clinicos, a fisioterapia € a pratica mais aplicada para

tratamento da doenca (MURTAUGH; IHM, 2013). Na qual, terapias com treinamentos
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excéntricos tém sido o tratamento de escolha, principalmente agachamento para o tendao
patelar e flexdo plantar para o tenddo de Aquiles, devido a melhorar tanto a morfologia do
tendd@o como a neovascularizagdo do mesmo, refletindo consequentemente na melhoria da
dor e funcdo do joelho e calcanhar (COUUPE et al., 2015, PINHO; RIBEIRO, 2015).
Todavia, existem poucos estudos randomizados que comparam diferentes protocolos para a
aplicacdo desta técnica para identificar a melhor forma de aplicar o exercicio excéntrico
(PINHO; RIBEIRO, 2015).

Deste modo, outras técnicas terapéuticas vém sendo empregadas, como injecdes
com agentes esclerosantes e proloterapia para obliterar &reas de neovascularizagéo,
reduzindo a inflamagdo (HOKSRUD et al., 2012); ultrassom pulsado de baixa intensidade
ou injecdes de plasma rico em plaquetas (PRP) para promover a cicatrizacdo do tecido e
producdo de coladgeno 1 (EVERHART et al., 2017), terapia de ondas de choque para
fortalecer a juncdo tend&o-osso (WANG et al., 2002); e injecGes de corticosteroides que
sdo 0s menos eficazes, porque inibem as citocinas inflamatérias necessarias para a
regeneracdo do tecido na fase inicial da doenca (DAKIN et al., 2014; EVERHART et al.,
2017).

Tratamentos com injetaveis vém sendo opg¢des promissoras para tendinopatia em
atletas (LIN et al., 2019). A injecdo de PRP é uma eficiente monoterapia na fase inicial da
tendinopatia patelar, devido a aumentar a expressdo de citocinas pro-inflamatorias, como o
fator de necrose tumoral tipo alfa (TNF), auxiliando na remodelacdo do tecido tendineo
(LIN et al.,, 2019, McCARREL et al., 2012). Por outro lado, injecGes com agentes
esclerosantes e proloterapia sdo mais eficazes e seguros para tratar a tendinopatia de
Aquiles (MORATH et al. 2018).

Entretanto, quando ndo ha& melhora dos sintomas pelo tratamento clinico é
recomendado que o paciente seja encaminhado ao procedimento cirirgico para promover
uma resposta de cura. No entanto, 15% a 25% dos atletas que se submetem a cirurgia
podem apresentar recorréncia da degeneracdo tendinea e persisténcia da dor. Além disso,
muitos atletas retornam ao esporte com desempenho inferior do que prévio a lesdo
(FERRETI et al., 2009).

2.2.7 Fisiopatologia da tendinopatia

O ambiente biologico associado ao desenvolvimento da tendinopatia ainda sé&o
discutidos (MILLAR et al., 2016, GAIDA et al., 2012, DAKIN et al., 2018). No entanto,
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com o surgimento de técnicas modernas, estudos vém mostrando a associacao de processos
inflamatorios com as fases iniciais do desenvolvimento da tendinopatia, tanto em animais
como em seres humanos (MILLAR et al., 2016, DAKIN et al., 2014, GAIDA et al., 2012,
SALLES et al. 2018), ja que possuem importante papel na homeostase do tenddo,
regulando a diferenciacéo e atividade celular, além da sintese da matriz tecidual (MILLAR
etal., 2016; DAKIN et al., 2014).

O desencadeamento da inflamacdo na tendinopatia é dividido em trés estagios
distintos, que envolvem as diferentes células do sistema imunologico, bem como as células
estromais (endotélio, epitélio, fibroblastos e nervos) que compdem a estrutura do tecido
tendineo (BUCKLEY et al., 2015). O primeiro estagio é conhecido como o influxo de
células imunoldgicas por intermédio da ativacdo estromal e das células imunes residentes
no tecido. Em circunstancias normais, representa uma resposta inflamatoria homeostatica,
mas em casos de tendinopatia, apresentam-se exacerbadas. O segundo € o estagio imune -
sensitivo, no qual as células imunoldgicas inatas residentes no tenddo (mastécitos e
macrofagos) sdo ativadas por citocinas em resposta a lesdo inicial. E, por fim, os tendcitos
que sdo responsaveis pela remodelacdo e reparacdo do tecido, transformam-se em
fendtipos inflamatérios expressando receptores imunes e secretando citocinas e
quimiocinas, como interleucinas (IL), fator de necrose tumoral tipo alfa (TNF-a) e
interferon gama (IFN-y) de uma forma autdécrina ou parécrina, resultando na producéo
excessiva e inadequada de proteinas e fibrose na matriz (figura 4) (MILLAR et al., 2017,
MORITA et al., 2017).

Figura 4 - Imunobiologia da tendinopatia
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Fonte: Adaptado de Millar et al. (2017).
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Nos trés estagios imunobioldgicos ha produgdo e liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias que contribuem para um desequilibrio imunoldgico no tenddo. Estudos tém
mostrado uma alta expressao génica e proteica de TNF-a em tenddo degenerado de animais
e humanos (HOSAKA et al., 2005, MILLAR et al., 2009, GAIDA et al., 2012). Sabe-se
que o aumento de TNF-a provoca uma resposta inflamatdria exacerbada no tendao ¢ ainda
pode atuar na ativacdo e proliferacdo de células T CD4", potencializando a atividade
inflamatdria tecidual (SAKABE; SAKAI, 2011; MILLAR et al., 2010). No entanto, como
mecanismo homeostatico, as células Treg sdo ativadas para modular a inflamacdo e
favorecer a regeneracéo do tenddo (BASSUNY et al., 2003; WANG et al., 2015).

Desse modo, a combinagdo entre 0 excesso de estresse mecanico submetido aos
tenddes e o perfil genético de cada individuo podem influenciar criticamente a resposta do
sistema imunologico e contribuir para o desenvolvimento da tendinopatia (MAFFULLI el
al., 2013; BLOMGRAN et al., 2016; MILLAR et al., 2017).

2.3 TENDINOPATIA E GENETICA

Estudos recentes tém demonstrado a influéncia de alteracbes moleculares ao
desencadeamento da tendinopatia cronica (DINIZ-FERNANDEZ et al.,, 2018, EL
KHOURY et al., 2018, DABIJA et al., 2017, SALLES et al., 2016, SEPTEMBER et al.,
2016). Dabija et al. (2017) realizaram uma revisdo sistematica a fim de verificar a
predisposicdo genética e familiar a tendinopatia no manguito rotador. Dentre os trabalhos
revisados, um estudo de coorte com seguimento de cinco anos (GWILYM et al., 2009)
demonstrou que os irmdos de um individuo com uma lesdo do manguito rotador foram
mais propensos a desenvolver ruptura total do tendédo e sintomas associados a tendinopatia.
Outro estudo demonstrou uma associacao entre individuos com ruptura total do tenddo e
historico familiar para tendinopatia (TASHJIAN et al., 2014). Trés estudos verificaram que
polimorfismos e haplotipos nos genes DEFB1, FGFR1, FGF3, ESRRB, FGF10, SAP30BP
e SASH1 estavam associados a predisposi¢cdo genética da tendinopatia no manguito rotador
(DAROCHA MOTTA et al., 2014; TEERLINK et al., 2015; TASHJIAN et al., 2016).

Os polimorfismos genéticos sdo marcadores moleculares caracterizados pela
variacdo de alelos num determinado local do cromossomo (locus), que ocorre em pelo
menos 1% da populacdo (ROCHA et al., 2007). Dentre os polimorfismos, existem 0s
polimorfismos de unico nucleotideo (SNPs), nos quais apenas duas bases nitrogenadas

diferentes (podendo ser adenina, timina, citosina ou guanina) podem ocupar uma
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localizacédo especifica no genoma (THOMPSON et al, 2001).

Os processos envolvidos na fisiopatologia da tendinopatia podem ser modulados
por genes polimorficos, que podem alterar a expressdo ou atividade de suas proteinas,
contribuindo para um fenotipo diferenciado nos individuos doentes (SALLES et al., 2016,
TASHJIAN et al.,, 2016, TEERLINK et al., 2015, DA ROCHA MOTTA et al., 2014).
Porém, para entender a importancia de cada alelo polimorfico, € necessario avaliar a
contribuicdo de cada polimorfismo no fenétipo da doenca (MAGRA; MAFFULLI, 2007).

Além disso, estudos com atletas de alto desempenho podem ser eficazes para
avaliar a contribuicdo genética a suscetibilidade da tendinopatia, devido essa populacéo ser
altamente exposta a estresse mecéanico intenso no tenddo (SEPTEMBER et al., 2016).
Nosso grupo vem se aprofundando em estudos de polimorfismos genéticos com o
desenvolvimento da tendinopatia em atletas, no qual em um primeiro estudo avaliamos a
influéncia de polimorfismos na via angiogénica e o desenvolvimento da doenca.
Investigamos SNPs localizados nos genes do Fator de Crescimento Endotelial Vascular
(VEGF) e seu receptor tipo 2 (VEGFR2), codificado pelo gene Receptor Dominio Kinase
(KDR), e verificamos que a presenca do genotipo heterozigoto do polimorfismo KDR
1192G>A gene foi negativamente associado (OR: 0,41; 1C95%: 0,19 - 0,88) ao
desenvolvimento da tendinopatia em atletas de elite (SALLES et al., 2016). A plausivel
explicagdo bioldgica para este achado é que este polimorfismo, localizado no éxon 7 de
KDR, altera a conformacdo do receptor, afetando a eficiéncia da ligacdo do VEGF-
VEGFR2 (WANG et al., 2007).

Recentemente, estudos de variantes imunogenéticas tém sido importantes para a
compreensdo do mecanismo molecular envolvido na etiologia da doenca e para o controle
do estresse mecanico no tenddo de atletas com maior probabilidade de desenvolver lesdes
por uso excessivo (KIM et al., 2017, DINIZ-FERNANDEZ et al., 2018, NIE et al., 2019).
O excesso de producao e liberagdo de agentes pro-inflamatodrios derivadas de sobrecarga e
estresse mecanico causa alteracdo na proliferacdo celular, inicio da dor e degradacéo da

matriz extracelular.

2.4 GENES ENVOLVIDOS NO PROCESSO INFLAMATORIO DA TENDINOPATIA

2.4.1 Papel de genes moduladores das células T regulatdrias

As células Treg sdo uma populacdo de linfocitos heterogéneos cuja funcéao

primordial é manter a tolerancia periférica por meio da modulagcdo imunoldgica em
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respostas a inflamacdo, infeccdo, alergia, transplantes e imunidade tumoral (HORI et al.,
2003). Expressam o fator transcricional forkhead-box3 (FOXP3) que interage com o fator
nuclear das células T ativadas (NFAT) promovendo a diminui¢do da transcricdo dos genes
que codificam as interleucinas 2 e 4 (IL-2 e IL-4) e do interferon gama (INF-y). E ainda,
atuam aumentando a expressdo do receptor de IL-2 (CD25), que promove um efeito
supressor na proliferacdo dos linfocitos T efetores (figura 5) (LOPES et al., 2006; WU et
al., 2006).

Figura 5 - Regulagdo de FOXP3 nas células T regulatorias

_[ " (-"'NFAQFOXN

Fonte: Adaptado de Muller; Rao (2010). Os complexos NFAT-AP1 (proteina ativadora 1)
induzem a expressdo de IL-2. Entretanto, os complexos NFAT-FOXP3 inibem a expressao
de IL2.

CD25

O fator FOXP3 ¢ codificado pelo gene com 0 mesmo nome, o qual esta localizado
na posicao 11.23 do brago curto do cromossomo X (Xpl11.23), e contém onze éxons. Sua
expressao é modulada por polimorfismos localizados em regides nao codificantes, dentre
eles 0 SNP FOXP3 -2383C>T (rs3761549), localizado na regido promotora que ainda
apresenta mecanismo biolégico desconhecido (figura 6) (ODA et al., 2013; HAGHIGHI et
al., 2015).

Figura 6 - Estrutura do gene FOXP3 e a localizagcdo do SNP -2383C>T (rs3761549)
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Fonte: Adaptado de Tone; Greene (2011). Os retangulos numerados indicam 0s éxons.
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Além da expressdo do fator FOXP3, o fator homoélogo dos receptores Fcylll

classicos (FcRL3), também esta expresso nas celulas Treg e modula negativamente sua



atividade supressora (SWAINSON et al., 2010). Esse fator ¢ codificado pelo gene do
mesmo nome (FcRL3), que estd localizado na posi¢ao 23.1 do brago longo do cromossomo
1 (1g23.1) e contém treze éxons. O FcRL3 faz parte de uma familia de genes que codifica
receptores Fc classicos e modulam fungdes no sistema imune, afetando vias de sinalizagao
imunonoldgicas (BAJPAI et al., 2012).

Estudos vém demonstrando uma modula¢do polimérfica bem acentuada para a
expressao e a atividade do FcRL3 (ZHANG et al., 2015; MENDONZA et al., 2015; LAN
et al., 2015; PAWLOWICZ et al., 2016). O alelo variante do SNP FcRL3-169T>C
(rs7528684), localizado na regido promotora desse gene (figura 7), ja foi associado ao
aumento da expressdo gé€nica e, consequentemente, maior codificagdo do fator FCRL3. A
superexpressdo desse fator altera a afinidade de ligagdo do fator de transcri¢do nuclear
kappa B (NF-kB) ao DNA, inibindo a fun¢do supressora das células Treg (BAJPAI et al.,
2012, SWAINSON et al., 2010).

Figura 7 - Estrutura do gene FcRL3 e a localizagdo do SNP -169 T>C (rs7528684)
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Fonte: Adaptado de Lan et al. (2015).

Estes dois polimorfismos vém sendo bastante estudado em diversos fendtipos
patoldgicos, devido apresentarem alta frequéncia na populacdo e alterar a atividade das
celulas Treg, no entanto nenhum estudo avaliou a influéncia desses dois polimorfismos
atuando na tendinopatia. A tabela 1 mostra a frequéncia do menor alelo destes SNPs
(FOXP3 -2383T e FCcRL3 -169C) em diferentes populacdes saudaveis, inclusive no Brasil.
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Tabela 1 — Variacdo da frequéncia (%) do menor alelo dos SNPs FOXP3 -2383C>T e
FcRL3 — 169T>C em diferentes popula¢des saudaveis estudadas.

Grupo Populacional FOXP3-2383T FcRL3-169C

Africanos

América do Norte

11,3-12,6

87 -94

Americanos 8-12 46 — 49
Mexicanos - 50,5
América do Sul
Brasileiros 6,57 35-38
Asia
Sul Asiatico 34 - 49 25-33
Oriente (Chineses, Coreanos) 18.3-33.0 37.9_437
Europeus 7-12 42,1 -48,4
Oceania
(Australianos e Neozelandés) ) 6.3_121
Oriente Médio

2-6,3 -

(Arabes, Argelianos, Egipcios, Iranianos e Tunisianos)

Fonte: Autoria prépria. - Polimorfismo néo investigado.

2.4.2 Papel do gene TNF-a

O fator de necrose tumoral tipo o é uma citocina préo-inflamatoria que é capaz de
induzir uma intensa resposta inflamatoria por regular positivamente agentes pro-
inflamatdrios, incluindo interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6), metaloproteinases de matriz 1 e 3
(MMP-1 e MMP3), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e prostaglandina E2
(PGE,). Esta regulacdo positiva do TNF-o esta associada a apoptose, que é uma
caracteristica da tendinopatia cronica (REES et al., 2014). As fun¢Ges do TNF-a sdo
mediadas por dois receptores distintos de TNF 1 e 2 (TNFR1 e TNFR2), que existem tanto
como mondmeros na superficie celular quanto nas formas soltveis (REGO-PEREZ et al.,
2008, SMITH et al., 1994). O TNFRL1 ¢ expresso em diversos tipos celulares e sua ligacao
com TNF-a induz apoptose e efeitos pro-inflamatorios, enquanto que a sinalizagdo TNF-a

- TNFR2 est4 relacionada a modulagéo da inflamacéo e reparo tecidual, devido a expressao



de TNFR2 ser expressa predominantemente nas células Treg (YANG et al. 2018,
IHNATKO; KUBES, 2007).

Estudo de modelos animais mostram uma alta expressdo de TNF-a na tendinopatia
crénica, enquanto que no tenddo saudavel sdo indetectaveis (DAKIN et al., 2014, UCHIDA
et al., 2005, HOSAKA et al., 2002). Um modelo experimental de tendinopatia cronica
provocado por uso excessivo mostrou que os niveis de expressdo de RNAm do TNF-a
aumentou 11 vezes no tendao degenerado em comparagdo com tenddo saudavel (MILLAR
et al, 2009). Além disso, uma maior expressao de TNF-a e seus receptores foi encontrada
em tendcitos humanos de nucleo arredondado e aumentado, que sdo caracteristicos de
tendinopatia (SPANG et al., 2017, MORITA et al., 2017, GAIDA et al., 2012). Excessos ou
mudancas na forca mecanica podem induzir a secrecdo de TNF-a e assim estimular a
producdo da colagenase, enzima responsavel pela clivagem da matriz de colageno do
tend&o, resultando na perda da integridade biomecanica da matriz de tenddo (UCHIDA et
al., 2005).

Aproximadamente 60% da variagdo na produgdo de TNF-a pode ser geneticamente
determinada, indicando uma forte influéncia genética na producdo de citocinas (REGO-
PEREZ et al., 2008, VERWELJ, 1999). O gene que codifica 0 TNF-o possui 0 mesmo
codinome, esta localizado no cromossomo 6p21.3 (ncbi.nlm.nih.gov/gene/7124) e é
constituido por quatro éxons e trés introns. Os éxons | e Il contém a sequéncia peptidica
lider (PARAMESWARAN et al, 2010). Esse gene estd organizado em conjunto com o
TNF-B na chamada regido do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de
classe Il - MHC Ill, entre 0 gene do antigeno leucocitario humano tipo B (HLA-B),
localizado na regido MHC 1, e o gene HLA do tipo DR (HLA-DR), localizado na regido
MHC |1 (figura 8). Todavia, apesar do TNF-a estar nessa regido de MHC, ele ndo faz
reconhecimento de antigeno (REGO-PEREZ et al., 2008, ALI et al., 2000).
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Figura 8 - Representacao esquematica do gene do fator de necrose tumoral tipo o (TNF-«)
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Fonte: Adaptado de Rego-Pérez et al. (2008). O TNF-« estar nessa regidao de MHC
I11 e apresenta quatro éxons. Os principais SNPs do gene estdo localizados na sua regido
promotora.

Polimorfismos do gene TNF-a tém sido associados a diversas doengas, como, por
exemplo, doencas autoimunes, degenerativas e metabdlicas, além do cancer (KIM et al.,
2018, JAHID et al., 2017, PENG,; LI et al., 2015). Os principais SNPs estdo localizados na
regido promotora do gene (figura 8), dentre os quais se destacam o TNF-a -1031 T>C
(rs1799964), TNF-a -857C>T (rs1799724) e o TNF-a -308G>A (rs1800629) por alterarem
a expressao do gene (UDALOVA et al., 2000) e apresentarem alta frequéncia na populacao
(REGO-PEREZ et al., 2008). A tabela 2 mostra a frequéncia do menor alelo dos SNPs
TNF-a (-1031 T>C, -857C>T, -308G>A), respectivamente em diferentes populacdes

saudaveis, inclusive no Brasil.



34

Tabela 2 — Variacdo da frequéncia (%) do menor alelo dos SNPs TNF-a (-1031 T>C, -
857C>T, -308G>A) em diferentes populacBes saudaveis estudadas.

_ TNF-«
Grupo Populacional
-1031C -857T -308A

Africa - - 18,7
América do Norte
Canadenses e Estadunidenses 184-212 68-10,2 105-18,3
Mexicanos 158-22,9 16-258 33-9
América do Sul
Brasileiros 18 - 28 10-21 7,9-16
Colombianos 18,1 18,1 6,9
Asia
Indianos 18,2 - 44,4 31,2 35,8
Oriente (Chineses, Coreanos) 1-198 98-147 71-96
Europa Ocidental
(Espanhois, Franceses e Suecos) 21-22 8-9,5 17-228
Europa Oriental
(Croatas, Hungaros, Poloneses e Romenos) 13.2-19 131-202 99-162
Oceania - 6312, 14,4
Oriente Médio

144-302 75-31,3 151-295

(Arabes, Iranianos e Tunisianos)

Fonte: Autoria prépria. - Polimorfismo néo investigado.

Os polimorfismos de TNF-a ainda ndo foram estudados em individuos com

tendinopatias. No entanto, é de se esperar que o0s polimorfismos na regido promotora do

gene provoquem algum efeito na expressdo de TNF-a, assumindo assim um importante

papel no desenvolvimento da tendinopatia.



3 JUSTIFICATIVA

A tendinopatia é uma doenca multifatorial e degenerativa do tenddo, caracterizada
como um problema de salde publica, pois gera impactos sécios econémicos e afeta
diretamente a qualidade de vida dos individuos expostos a riscos ergonémicos. A
contribuicdo de polimorfismos genéticos no desenvolvimento da doenca tem sido eficaz
para melhor compreensdo de sua etiologia.

Os atletas s@o profissionais expostos a elevada intensidade e frequéncia de
treinamentos, o0 que pode saturar a absor¢cdo de cargas mecanicas dos tenddes e
consequentemente ao desenvolvimento da tendinopatia. Nosso grupo vem se aprofundando
no estudo da tendinopatia em atletas, buscando SNPs que possam estar associados com a
doencga. Nesse contexto, estudos vém discutindo os mecanismos moleculares envolvidos no
processo inflamatdrio para o desencadeamento da tendinopatia. E sabido que em tenddes
degenerados ha uma maior expressdo de citocinas pro-inflamatdrias em relacdo a tecidos
saudaveis. Além disso, o acimulo de agentes pro-inflamatérios ativa as células Treg para
modular a inflamagéo e favorecer a regeneracao tecidual. Dessa forma, torna-se relevante
estudar SNPs envolvidos com o microambiente inflamatdrio do tenddo com o intuito de
identificar os mecanismos moleculares envolvidos na fisiopatologia da tendinopatia, que
possam contribuir com o desenvolvimento de novos métodos terapéuticos ou programas de
vigilancia da lesdo, afim de mitigar o impacto negativo da doenca no dmbito da salde
publica.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a influéncia de polimorfismos dos genes FOXP3, FcRL3 e TNF-a no

desenvolvimento da tendinopatia.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Descrever as caracteristicas demograficas, clinicas e esportivas dos individuos
incluidos no estudo;

v Determinar a frequéncia dos polimorfismos FOXP3 -2383C>T, FcRL3 -169T>C,
TNF-a -308G>A, -857C>T, -1031 T>C na populacao de estudo;

v' Avaliar a magnitude de associacdo dos polimorfismos estudados no

desenvolvimento da tendinopatia e nos sintomas clinicos.



5 METODOLOGIA

O presente estudo ¢ derivado de um projeto maior denominado “Caracterizagao de
polimorfismos em genes envolvidos com o desenvolvimento de lesdes atraumaticas em
atletas”, que foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (INTO), namero 2.455.630
(ANEXO A).

5.1 DELINEAMENTO E POPULACAO DO ESTUDO

Este trabalho foi realizado por meio de um estudo analitico observacional do tipo
caso-controle de base populacional com atletas brasileiros de 18 a 45 anos de idade. Todos
0s participantes responderam a um questionario, elaborado pelo nosso grupo e previamente
validado por especialistas (ortopedistas, médicos esportivos, fisioterapeutas,
epidemiologistas e treinadores), que foi aplicado em um estudo transversal com uma
amostra de 627 atletas para identificar a prevaléncia e fatores associados as lesbes
musculoesqueléticas (ANEXO B). O questionario consiste em trés se¢des: informacdes
gerais, esportivas e especificas sobre lesdes. As informacGes gerais correspondem as
caracteristicas socio demogréaficas: idade, sexo, altura, indice de massa corporal (IMC),
autoclassificacdo de cor da pele, nivel de escolaridade e renda familiar, como também as
caracteristicas clinicas: acompanhamento nutricional devido ao esporte, consumo de alcool
e tabagismo. As informacBes esportivas e de treinamento englobam as variaveis:
modalidade esportiva, membro dominante, preparador de treinamento, idade que iniciou a
pratica esportiva, anos de treinamento e carga horaria semanal de treinos. Por fim, as
informac@es especificas sobre histdrico de tendinopatia incluem: local acometido, nimero
de episodios, tempo de afastamento das atividades esportivas devido a lesdo e confirmacéo
do diagnostico por laudo clinico e/ou exame de imagem. Cada questionario foi identificado
com o local de recrutamento, seguido pelo nimero de identificacdo do atleta conforme
ordem de recruta, nome e data de nascimento do participante. A maioria das questdes eram
de mdltipla escolha para facil compreenséo. No entanto, apds o término do preenchimento,
um observador treinado averiguou se as questdes foram devidamente respondidas e 0s
dados obtidos foram arquivados em um banco de dados, o qual foi duplamente conferido
por diferentes pesquisadores treinados.

Para cumprir com os objetivos especificos propostos no item 4.2, foi realizado o

calculo amostral pelo programa Genetic Power Calculadora
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(http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/gpc/) assumindo um poder de 0,8 e 5% de erro do

tipo I, no qual eram necessarios, pelo menos, 125 casos de tendinopatia e 125 atletas con-
troles. Desse modo, foram empregadas duas selecdes distintas dos participantes de estudo:
uma para andlise dos polimorfismos FOXP3 -2383C>T e FCRL3 -169T>C e outra para 0s
polimorfismos de TNF-a (-1031 T>C, -857C>T, -308G>A) influenciando o desenvolvi-
mento da doenca.

5.2 SELECAO DE CASOS E CONTROLES

5.2.1 Selecdo de atletas para analise dos polimorfismos FOXP3 -2383C>T e FcRL3 -
169T>C

Duzentos e setenta e um atletas de voleibol foram recrutados entre dezembro de
2011 a marco de 2012 (N = 138) em um campeonato nacional e janeiro a julho de 2014 (N
= 133) no centro de treinamento da Federacdo Brasileira de Voleibol (CBV), localizado na
cidade do Rio de Janeiro - RJ, Brasil. O critério de inclusdo para o grupo casos de tendino-
patia (N = 146) foram atletas de elite coligados a confederacdo brasileira de voleibol
(CBV), que relataram no questionario historico da doenga, e que ainda apresentavam con-
firmacdo com exame de imagem por ressonancia magnética (RM) do tenddo afetado, jun-
tamente com laudo clinico da CBV informando sobre dor progressiva relacionada ao trei-
namento nos Ultimos 6 meses, espessamento nodular palpavel, sensibilidade a palpacéao e
inchaco na area do tenddo afetado. Por sua vez, o grupo controle (N = 125) foi composto
por atletas coligados a confederacdo brasileira de voleibol (CBV), sem evidéncias de ten-
dinopatia pelo exame de ressonancia magnética e sem achados clinicos da CBV que aten-
dam aos critérios da doenca. A figura 9 mostra o fluxograma da populacao de estudo recru-

tada para essa analise.
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Figura 9 — Populacdo de estudo recrutada para analise dos polimorfismos FOXP3 -
2383C>T e FcRL3 -169T>C.

Campeonato Nacional de Confederacdo Brasileira de
\oleibol (N = 138) \Voleibol (N = 133)

\ 4
Atletas recrutados

(N =271)
Controles Casos de tendinopatia
(N =125) (N = 146)

Fonte: Autoria propria.

5.2.2 Selecdo de atletas para analise dos polimorfismos TNF-a (-308G>A, -857C>T, -
1031 T>C)

Foi realizado um estudo pareado com 270 atletas de diferentes modalidades espor-
tivas recrutados no Centro de Trauma do Esporte do Instituto Nacional de Traumatologia e
Ortopedia (INTO), nos Centros de Treinamentos ou Campeonatos Esportivos, no periodo
de fevereiro de 2018 até outubro de 2019. O critério de selecdo entre casos e controles foi
pelas informacBes contidas no questionario, como idade, sexo, esporte praticado, local de
treinamento e diagnostico de tendinopatia, confirmado por ortopedistas com exame clinico
ou imagem de ressonancia magnética (RM). O grupo casos (N = 135) foi composto pelos
atletas que autorrelataram diagndstico prévio clinico ou por RM de tendinopatia e que in-
formaram sobre o local, nimero de episddios e tempo de afastamento da pratica esportiva
devido a doenca. No entanto, como se trata de casos prevalentes e de informacGes autode-
claradas, os controles selecionados (N = 135) foram os atletas sem histérico de lesdo mus-
culoesquelética e que nao relataram confirmacéo clinica e a presenca de sintomas prévios
da tendinopatia. Desse modo, para cada caso, um controle foi pareado quanto a idade (x 2
anos), sexo, modalidade esportiva e local de treinamento (figura 10).

O critério de exclusdo do estudo foram os atletas que apresentaram histérico de
lesdo musculoesquelética por motivo ndo relacionado a préatica esportiva e 0s quais ndo

permitiram a coleta de material biologico.
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Figura 10 — Pareamento da populacdo de estudo para anélise dos polimorfismos TNF-« (-

1031T>C, -857C>T, -308G>A)
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Fonte: Autoria prépria. CT = Centro de Treinamento

5.3 COLETA DE DADOS

Por meio do banco de dados obtido, conforme citado no item 5.2, para avaliar as
caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, esportivas e de treinamento dos atletas do estudo,
foram utilizadas as variaveis idade, sexo, cor da pele (branca, intermediaria, preta, amarela

ou indigena), nivel de escolaridade (ensino médio, ensino médio ou superior), medidas



antropométricas (altura, massa corporal e indice de massa corporal - [IMC),
acompanhamento nutricional, tabagismo, consumo de alcool, modalidade esportiva, nivel
competitivo, expertise do treinador, idade no inicio da pratica esportiva, anos de
treinamento e horas semanais de treinamento.

Além disso, no estudo ndo — pareado com atletas de voleibol, para reduzir a
ocorréncia de viés de selecdo, as idades dos atletas foram categorizadas em subgrupos,
conforme classificacdo da Confederacdo Brasileira de Voleibol, em sub18, sub23 e adultos
(CONFEDERACAO BRASILEIRA DE VOLEIBOL, 2017).

5.4 COLETA E ANALISE DO MATERIAL BIOLOGICO

O DNA genbmico foi obtido a partir da amostra de mucosa oral pelo kit de
esfregaco Invisorb® Spin (Qiagen, Alemanha). Para coletar uma amostra, foi raspado o
swab firmemente contra o interior de cada bochecha 6 vezes. O mesmo foi seco ao ar por
pelo menos 2 h apos a coleta.

A extracdo de DNA do material de esfregaco foi realizada de acordo com o kit de
esfregaco Qiagen, que para a lise do material de partida foi transferido o esfregaco para um
tubo de reacdo de 1,5 ml preparado com 600 pl de tampao de lise G e 20 pl de Proteinase
K e incubado a amostra a 65 ° C durante 15 minutos sob agitacdo continua. Depois, foi
adicionado e misturado 300 pl de tampéo de ligagdo A ao tubo de reagdo. Seguindo, foi
adicionado um filtro de spin em um tubo receptor 2,0 ml, no qual foi transferido a
suspensdo para ser centrifugado por 2 min a 11.000 x g (11.000 rpm). A lavagem da
amostra no filtro de spin de volta no tubo receptor de 2,0 ml foi realizada duas vezes com
700 pl de tampao de lavagem adicionado ao filtro e centrifugado a 11.000 x g (11.000 rpm)
durante 1 min, respectivamente. Por fim, o tubo foi centrifugado durante 4 minutos a
velocidade maxima para a remocao completa de etanol, em seguida, colocado o filtro de
spin em um novo tubo receptor de 1,5 ml e adicionado 50-100 pl de tampao de eluig@o pré-
aquecido. No final, foi incubado por durante 1 min a temperatura ambiente e centrifugado
a11.000 x g (11.000 rpm) por 1 minuto, obtendo o DNA no tubo coletor.

A quantidade e a pureza do DNA foram determinadas pelo uso de um
espectrofotometro Nanodrop® (Thermo Scientific, Wilmington, EUA). A concentracdo de
DNA foi avaliada no comprimento de onda de 260nm. A possivel presenca de
contaminantes ou proteinas foi avaliada a 230 ou 280nm, respectivamente. As razdes de
absorbancia A2600/230 e A260/A280 foram determinadas para verificar a pureza do DNA.
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A anélise dos polimorfismos dos genes selecionados foi realizada pela técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real utilizando o sistema TagMan. O
DNA foi amplificado utilizando oligonucleotideos e sondas especificos, validadas e
adquiridas da empresa AppliedBiosystems®. A tabela 3 resume os conjuntos de sondas e

oligonucleotideos que serédo utilizados para a anélise de cada SNP.

Tabela 3 - Ensaios TagMan (sondas e oligonucleotideos) para genotipagem dos SNPs
estudados dos genes FOXP3, FCRL3 e TNF-a.
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Substituicdo de o ) )
SNP ) Cédigo da Sonda Oligonucleotideo
nucleotideo

5’ CTGAGACTTTGGGACCGTAG 3’
5’ TGCGCCGGGCTTCATCGACA 3’
5’ CTGAGACTTTGGGACCGTAG 3°

rs3761549 CIT C_27058744_10

rs7528684 TIC C_27058744_10
5’ TGCGCCGGGCTTCATCGACA 3’
5°- CCTCAAGCCTGCCACCAAGC -3’
rs1800629 G/A C__ 7514879 10
5’-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG -3’
5’- TCTACATGGCCCTGTC -3’
rs1799724 CIT C_ 11918223 10
5’-TTTCATTCTGACCCGGAGAC -3’
5°- CCTCTACATGGCCCTGTCTT -3’
rs1799964 T/IC C__ 7514871 10

5’- CAAAGGAGAAGCTGAGAAGA -3’

Fonte: Autoria propria

O sistema Tagman é baseado no uso de uma sonda que possui um flouorocromo em
cada ponta de sua sequéncia e é direcionada a uma regido de sequéncia do DNA que se
deseja amplificar. O fluorocromo na posi¢do 3’ atua como um capturador de energia
(quencher) e impede a emisséo de fluorescéncia do fluorocromo repdrter, que se encontra
na regido 5°, responsavel pela emissio de fluorescéncia. A medida que a Taq polimerase
comeca a sintetizar a nova fita, vai degradando a sonda a sua frente, liberando o
fluorocromo quencher e permitindo que o fluorocromo repdrter absorva energia, resultando
em um aumento da intensidade de fluorescéncia. Portanto, cada sonda conjugada com o
fluoroforo é clivada durante a etapa de extensdo pela acdo exonuclease da DNA
polimerase, e ao emitir o sinal de fluorescéncia é detectado pelo termociclador. Logo, a
discriminagdo alélica mede a alterag&o na fluorescéncia dos fluoréforosassociados com as
sondas. Assim, durante o processo de amplificacdo a emissao de luz € aumentada de forma
exponencial (FONSECA, 2016). A representacdo da metodologia Tagman encontra-se na

figura 11.



Figura 11 - Descricdo do sistema Tagman

Alelo 1 - ]
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O aumento de... Indica...
Sonda com fluoréforo VIC Homozigoto alelo 1
Sonda com fluoréforo FAM Homozigoto alelo 2
Ambos fluoréforos Heterozigoto

Fonte: Adaptado de http://www.dnalink.com/english/service/tagman.html. Acesso em:
27/11/2019. A figura mostra os resultados na presenca ou auséncia de hibridizagdo entre as
sequéncias alvos e sondas, e também a relagdo entre os sinais de fluorescéncia e as
sequéncias da amostra.

Para todos os ensaios, as reacfes de PCR em tempo real serdo realizadas em um
volume final de 8 ul, com 30 ng de DNA, 1x Tagman Universal Master Mix (Applied
Biosystems), 1x de cada ensaio especifico de oligo e sonda, e H20 q.s.p. Apos isso, foi
colocado as amostras em placa de 96 pogos, no qual o desenho dessa placa era composto
por dois pogos da placa com branco, dois com controle homozigoto selvagem, dois com
homozigoto recessivo, dois com heterozigoto e o restante dos pogos (N=84) com as
amostras dos atletas do estudo. As condi¢cbes da PCR serdo: 95°C por 10 minutos,
acompanhados de 40 ciclos de desnaturacdo a 92°C por 15 segundos e anelamento a 60°C
por 1 minuto. A deteccdo dos alelos serad realizada ap6s 1 minuto a 60°C no aparelho
LineGene 9600 Series, e, em seguida, 0s genoétipos serdo determinados diretamente,

conforme figura 12.
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Figura 12 — Exemplo de discriminagdo genotipica obtida por PCR em tempo real
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Fonte: Autoria propria.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

A determinacdo da normalidade da populacédo analisada foi verificada pelo teste de
Shapiro — Wilk ou pelo teste Kolmogorov — Smirnov. As diferencas entre as médias das
variaveis continuas, dos diferentes grupos esportivos, foram avaliadas usando o teste t-
student enquanto as diferencas entre as propor¢des das varidveis categoricas socio
demogréficas, clinicas, esportivas e treinamento forma avaliadas pelo teste Chi-quadrado
%2, sendo considerado um grau de significancia de 5%.

As frequéncias alélica, genotipica e haplotipica dos polimorfismos FOXP3 -
2383C>T, FcRL3 -169T>C e TNF-a (-1031 T>C, -857C>T, -308G>A) foram
determinadas por contagem direta dos alelos e analisadas pelo teste de Fisher ou teste x2,
apos constatar o equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). Os intervalos de confianga (95%)
para 0s percentuais de frequéncias foram calculados pela estimativa da probabilidade de
parametros multinomiais. O coeficiente dos haplotipos e os padrdes de desequilibrio de
ligagéo (D' que é o grau de desequilibrio no modulo e 0 R2 que € o grau de correlagéo)
foram mensurados utilizando o programa Haploview (Haploview versao 4.2), com base no
algoritmo de maximizagéo de expectativa (BARRETT et al., 2005).

Para avaliar a magnitude de associacdo entre os polimorfismos de interesse e 0

desenvolvimento da tendinopatia, as razOes de chances brutas e ajustadas (OR) com seus



respectivos intervalos de confianga de 95% (1C95%) foram estimadas usando o método de
regressdo logistica multivariada ndo condicional. O modelo de ajuste empregado para
controlar os possiveis fatores de confundimento da andlise, considerou a importancia
bioldgica de cada variavel e o grau de significancia estatistica na analise univariada, na
qual entraram no modelo as variaveis com nivel de significancia menor ou igual a 0,25 (P
<0,25), porém permaneceram apenas as quais apresentaram nivel de significancia de 0,05
(P <0,05) ap6s saida do modelo.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote estatistico
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA, versdo 20.0) e
um nivel de significancia menor de 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

5.6 ASPECTOS ETICOS

Todos os atletas convidados a participarem do estudo receberam o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO C), no qual foram orientados a Ié-lo
cuidadosamente e a questionar a respeito de qualquer divida quanto ao projeto. Assim,
todos os atletas que concordaram em participar do estudo, assinaram o TCLE e receberam
uma copia original deste documento assinada pelo pesquisador responsavel do projeto.
Todas informacGes pessoais foram mantidas confidencialmente e apenas os investigadores

envolvidos com o presente estudo tiveram acesso as mesmas.
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6 RESULTADOS

Os dados obtidos neste estudo constituiram dois artigos e serdo apresentados
individualmente em duas partes, assim denominadas: “Polimorfismo Fc receptor-like 3
(—169T>C) aumenta o risco da tendinopatia em atletas de voleibol: um estudo de caso —
controle (Fc receptor-like 3 (—169T>C) polymorphism increases the risk of tendinopathy
in volleyball athletes: a case control study)”, que foi publicado na revista BMC Medical
Genetics em julho de 2018, e “Polimorfismos do gene fator de necrose tumoral tipo alfa
(TNF-a) aumentam o risco de tendinopatia em atletas: um estudo de caso-controle (Tumor
necrosis factor alpha polymorphisms increases the risk of tendinopathy in athletes: a case—
control study)”, que foi submetido em margo de 2020 para a revista Journal of Science and
Medicine in Sport.

6.1 POLIMORFISMO FC RECEPTOR-LIKE 3 (-169T>C) AUMENTA O RISCO DA
TENDINOPATIA EM ATLETAS DE VOLEIBOL: UM ESTUDO DE CASO -
CONTROLE

Neste artigo foi avaliada a influéncia dos polimorfismos FOXP3 — 2383C>T e
FcRL3 -169T>C que regulam a atividade das células Treg e o desenvolvimento da
tendinopatia em atletas de voleibol. Participaram deste estudo 146 atletas (19,9% mulheres
e 80,1% homens) previamente diagnosticados com tendinopatia por exame de ressonancia
magnética, com laudo médico emitido da Confederacdo Brasileira de \Voleibol, e 125
atletas (41,6% mulheres e 58,4% homens) sem histérico da doenca e que ndo apresentavam
sinais e sintomas clinicos.

A frequéncia dos locais acometidos pela tendinopatia foi de 63% no tendéo patelar,
22% do manguito rotador e 15% no tenddo de Aquiles. Os fatores de risco associados a
tendinopatia, considerando o perfil epidemiologico dos atletas, foram a idade avancada
(OR = 8,75; 1C95% = 4,33-17,69), 0 sexo masculino (OR =2,87; 1C95% = 1,67-4,93) e 0
maior tempo de pratica no voleibol (OR = 8,38; 1C95% = 3,56-19,73). Na andlise genética,
a distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo FcRL3 -169T>C foi significativamente
diferente entre os grupos (casos de teninopatia e controles). Apds a analise ajustada pelos
fatores de confundimento, o alelo variante FCRL3 —169C foi associado positivamente tanto
ao desenvolvimento da tendinopatia (OR = 1,44; IC95% = 1,02-2,04), quanto as
caracteristicas clinicas da doenca, tais como presenca de dor no tend&o (OR = 1,98; 1C95%
= 1,30-3,01) e afastamento de atividades fisicas devido a dor (OR = 1,89; IC95% = 1,01-
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3,53). Além disso, a anélise combinada de FCRL3 —169T>C e FOXP3 — 2383C>T sugeriu
uma interacdo gene-gene na suscetibilidade da tendinopatia, devido os gendétipos variantes
combinados FcRL3 -169 (TC ou CC) e FOXP3 -2383 (CT ou TT) terem sido associados
ao risco aumentado da tendinopatia em atletas que apresentavam dor no tendao afetado
(OR =2,24; 1C95%: 1,14-4,40 e OR = 2,60; 1C95%: 1,11-6,10). Esses resultados sugerem
que o polimorfismo FcRL3 —169T>C pode estar envolvido na etiologia inflamatéria da

tendinopatia.
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Fc receptor-like 3 (—169T>C) polymorphism @
increases the risk of tendinopathy in
volleyball athletes: a case control study
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Abstract

Background: Tendinopathy pathogenesis is assodiated with inflammation. Regulatory T (Treg) cells contribute to
early tissue repair through an anti-inflammatory action, with the forkhead box P3 (FOXF3) transcription factor
being essential for Treg function, and the FC-receptor-like 3 (FCRL3) possibly negatively regulating Treg function.
FCRL3 —169T=C and FOXP3 -2383C>T polymorphisms are located near elements that regulate respective genes
expression, thus it was deemed relevant to evaluate these polymorphisms as risk factors for tendinopathy
development in athletes.

Methods: This case-control study included 271 volleyball athletes (146 tendinopathy cases and 125 controls)
recruited from the Brazilian Volleyball Federation. Genotyping analyses were performed using TagMan assays,
and the association of the polymorphisms with tendinopathy evaluated by multivariate logistic regression.

Results: Tendinopathy frequency was 63% patellar, 22% rotator cuff and 15% Achilles tendons respectively.
Tendinopathy was more common in men (OR = 287, 95% Cl=167-4.93). Higher age (OR=8.75; 95% Cl=433-17.69)
and more years of volleyball practice (OR =838; 95% Cl= 3.56-19.73) were risk factors for tendinopathy. The
FCRL3 - 169T>C frequency was significantly different between cases and controls. After adjustment for potential
confounding factors, the FCRL3 ~169C polymorphism was associated with increased tendinopathy risk (OR = 1.44;
95% 1= 1.02-204), either considering athletes playing with tendon pain (OR =198; 95% (1 =1.30-301) or unable to
train due to pain (OR=1.89; 95% Cl=101-353). The combined variant genotypes, FCRL3 ~169TC or —169CC and FOXP3
~2383CT or -23837TT, were associated with an increased risk of tendinopathy among athletes with tendon pain
(OR=224; 95% CI: 1.14-440 and OR=260; 95% Cl: 1.11-6.10). The combined analysis of FCRL3 —169T=C and
FOXP3 -2383C>T suggests a gene-gene interaction in the susceptibility to tendinopathy.

Conclusions: FCAL3 -169C allele may increase the risk of developing tendinopathy, and together with knowledge of

potential risk factors (age, gender and years playing) could be used to personalize elite athletes' training or treatment
in combination with other approaches, with the aim of minimizing pathology development risk
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Background

The viscoelastic properties of tendons are fundamental
for transmitting the force generated by muscle for sport
performance. However, the tissue deformation during re-
petitive and continuous stress makes the tendons sus-
ceptible to injury [1]. High-level volleyball players have
an inherently high training load and the constant repeti-
tion of technical movements may increases the risk for
tendinopathy [2].

Historically, tendinopathy has been considered an in-
flammatory disease, nevertheless a failed healing re-
sponse of the tendon is regarded as being the main
disruption [3, 4]. Previous analysis of tissue samples with
tendon pathologies has shown collagen fiber degener-
ation and disorientation, hypercellularity, angiogenesis
and decrease in inflammatory cells [5-7]. In addition,
further evidence has suggested that tendons submitted
to repetitive mechanical stress and its damage to stromal
tissues plays a critical role in the immune system re-
sponse to regeneration [8]. Thus, the influx of immune
cells and their subsequent cytokine production and the
critical interactions with resident tenocytes were deter-
minants of the inflammatory effect on the tendon repair
or degeneration [9). Recently, several studies with animal

models and tissue samples of tendinopathy patients have
reinforce that the immune cells play a key role in the
pathophysiology of this disease. [4, 10, 11]. Moreover,
other studies have exposed the presence of T lympho-
cytes in tendinopathic tissue samples and indicated that
this cell population may be more immunologically active
than was previously thought [11-13].

CD4 + Foxp3+ regulatory T cells (Treg) are a subset of
T lymphocytes that mediate an inhibitory effect on im-
mune activity by suppressing the proliferation and func-
tion of effector T cells [14, 15]. The forkhead box P3
(FOXP3) is a transcription factor that plays an essential
role in the function of Treg cells, in regulating the im-
mune response and maintaining immune tolerance [16].
The FOXP3, encoded by the gene with the same name,
is located in chromosome Xp11.23, and consists of 11
exons and encode a 431 amino-acid protein [17]. Polymor-
phisms in FOXP3 gene may interfere in the suppressive
function of Treg cells, lead to immune system instability,
and hence, to the development of disease [18, 19]. The
FOXP3 -2383C>T (rs3761549) polymorphism is located
in the first intron, close to the FOXP3 promoter region,
and has been associated with susceptibility to autoimmune
diseases [20-22]. These results have suggest a discussion
about the Treg cell functions in relation to the pathogenic
mechanisms of tendinopathy.

Since the Treg cells maintain immunological toler-
ance and prevent autoimmune and inflammatory dis-
eases [14, 23], understanding of the genes involved in
these pathways is essential for a better understanding
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of the pathological mechanisms. In this context, Fc
receptor-like 3 (FCRL3) is a glycoprotein of the im-
munoglobulin receptor superfamily, expressed in Treg
cells that may play a role as a negative regulator of Treg
function [24-26]. The FCRL3, encoded by the gene
with the same name, is located in chromosome 1q21-23,
and has a functional polymorphism in the promoter re-
gion (FCRL3 -169T>C, rs7528684) that changes promoter
activity and consequently alters nuclear factor-xB (NF«B)
binding [27]. Moreover, FCRL3 —169C polymorphism has
been associated with higher expression of FCRL3 in Treg
cells [24, 27]. Due to the importance of their signaling do-
mains in various immune cell types, the FCRL3 gene
probably modulates immune cell functions, and affects
signaling pathways.

We hypothesized that polymorphisms in FCRL3 and
FOXP3 genes may influence the onset and/or the pro-
gression of tendinopathy. The main aim of this study
was to investigate the contribution of FCRL3 —-169T>C
and FOXP3 -2383C>T polymorphisms as risk factors
for tendinopathy development in volleyball athletes, as
well as their association with tendinopathy symptoms
and sports activities.

Methods

Study design

The study protocol was approved by the Human Ethics
Committee of the Brazilian National Institute of Trauma-
tology and Orthopedics (Protocol number 0037.0.305.000/
2011 and 17373613.8.0000.5273/2013). Two hundred and
seventy one athletes recruited via the Brazilian Volleyball
Federation in Rio de Janeiro, Brazil A study flowchart
(Fig. 1) describes the athlete recruitment period (tendinopa-
thy cases and controls), and the number of samples suc-
cessfully genotyped for each polymorphism.

Inclusion criteria were volleyball players from the
Brazilian Volleyball Federation. All participating ath-
letes or their parents/legal guardians provided written in-
formed consent and answered a questionnaire detailing
demographics, sports activities, medical history, personal
tendon injury and painful symptoms. The questionnaires
were personally administered in two periods, December
2011-March 2012 and January 2014-July 2014, during
training and the competition. The questionnaires included
questions about ethnicity, self-identified according to the
classification scheme adopted by the Brazilian Census
(http://www.ibge.gov.br), which relies on self-perception
of skin color. Accordingly, individuals were distributed in
three “race/color” groups: branco (white, n =103), pardo
(meaning brown, here denoted as intermediate, n =7), and
preto (black, n=22). One hundred thirty-nine athletes
(51.3%) declined to give information about ethnicity.

The athletes were separated into cases (n=146) and
controls (n=125) group (Fig. 1), according the presence
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Brazilian Nalional Volleyball League
Championship
(December 2011 to March 2012)
n=138

Athletes recruited
n=27

Brazilian Volleyball Federation
{January to July 2014)
n=133

Control
n=125

Sucessful genotyping
FCRL3—169T>C (n =123)
FOXP3 = 2383C>T (n = 123)

Fig. 1 Flowchart of the study population

Tendinopathy
n=148

Sucessful genotyping
FCRL3= 169T>C (n=142)
FOXP3 = 2383C=T (n=138)

or absence of tendinopathy clinically diagnosed by med-
ical practitioners and confirmed with magnetic reson-
ance image examination (MRI). The confirmatory MRI
was performed during the Volleyball National Cham-
pionship (December 2011 to March 2012) and the train-
ing of Brazilian Volleyball Federation carried out from
January through July 2014. All diagnoses were confirmed
by two blinded radiologists. As described in our previous
studies [28, 29], the chronic tendinopathy diagnostic
were (i) progressive pain related to training in the last
6 months and during clinical examination; and at least
one of the following criteria: (ii) palpable nodular thick-
ening over the tendon; (iii) tenderness on tendon palpa-
tion; (iv) history of swelling over the tendon area. The
control group consisted of athletes with absence of ten-
dinopathy history in any joint and who present no previous
diagnosis of tendinopathy.

Genotyping of polymorphisms

Genomic DNA was obtained from saliva samples as
previously described [28]. The genotyping analyses of
FCRL3 -169T>C (rs7528684) and FOXP3 -2383C>T
(rs3761549) polymorphisms were performed using a Tag-

Man allelic discrimination assay obtained from Applied

Biosystems (C_1741825_10 and C_27058744 10, respect-
ively). For all polymorphisms real-time polymerase chain
reaction (PCR) reactions were performed on a 7500
Real-Time System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), and the genotypes were then determined directly.

Statistical analysis
The sample size was calculated using Epi Info 7, version
7.1.3. (http://wwwn.cde.gov/epiinfo/ html/downloads.htm)

to detect a difference between case and control groups, as-
suming an odds ratio of 2.0 with a power of 0.8 and 5%
type [ error.

The Student’s ¢-test to compare
continuous variables between tendinopathy cases and
controls and were expressed as the mean + standard de-
viation (SD). Chi-square (x2) test or Fisher’s exact test,
when applicable, was applied to compare differences in
nominal data, as well as for the statistical analysis of the
distribution frequencies of genotypes and alleles between
the two groups. Additionally, Hardy-Weinberg equilibrium
(HWE) was calculated by the x2 test for goodness-of-fit.
FCRL3 -169T>C and FOXP3 -2383C>T allde frequency
and genotype distribution were derived by gene counting,

Multivariate logistic regression analyses were per-
formed to identify possible confounding factors in the
associations between polymorphisms and tendinopathy
or between polymorphisms and tendinopathy features,
which was estimated by the odds ratio (OR) with a 95%
confidence interval (95% CI). The difference was statisti-
cally significant when p <0.05. All analyses were per-
formed using the Statistical Package for Social Sciences
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA), version 20.0.

was conducted

Results

Table 1 presents the demographic, clinical and sport
characteristics of the volleyball athletes. There were sig-
nificant differences between the tendinopathy cases and
controls with regard to mean age (26.86x6.03 and
2162 £5.39, respectively, p=0.0001), average time of
years of practice in volleyball (12.27 + 5.35 and 8.27 + 4.92,
respectively, p = 0.0001), gender and tendinopathy clinical
symptoms (tendon pain and away from training due pain).
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Table 1 Characteristics of the volleyball athletes (n=271)

Warlables Controls ~ Tendinopathy  p-value®  OR (95% CI)
(n=125) (n=145

Age group n (%)

Sub-18 47 376) 14(949) <0001 1"°

sub-23 40 (320) 33 (228) 277 (1.30-5.89)

Adult 38 (304) 99 (678) 875 (433-1769)
Gender

Fermale 52@416) 29(199) <000 1®

Male 73 (584) 117(800) 287 (167493
Ethnicity”

White 67 (744) 36 (85.7) 0.4 1"

Intermediate 5 (5.6) 2 4.8 0.74 (014-4.03)

Black 18(200) 4 (9.5) 0.41 (013-1.31)
Years of practice in volleybal

0-5 45 (360) 17 (116) <0001 1°

6-10 46 (368) 40 (274) 230 (1.04-454)

11-15 22(176) 51 (349) 6.14 (290-12.98)

>15 12 (96) 38 (26.) 8.38 (356-19.73)
Declared preference

Right 120 (96.0) 147 (966) 053 1"

Left 5 (4.0) 5 (34) 0,85 (024-301)
Function

Spiker 90 (720) 115 (788) 034 1°

Setter 22(176)  22(157) 0.78 (041-1.50)

Libero 130004)  91(G7) 0.54 (0.22-1.32)
Traumatic lesion

No B85 (680) 88 (603) 0.23 1

Yes 40 (320) 58 (397) 1.40 (0.85-2.37)
Tendon pain

No 47 376) 14 (98 <000 1"

Yes 78 (624) 132 (904) 5.68 (294-1058)
Away from training due pain

No 91 (728) 80 (548) oooz 1"

Yes 34 (272) 66 (452) 221 (1.32-368)

Motes: OR odds ratio; O confidence interval
*Chi-Square Test or Fishers exact test
“Reference group

“There are ethnicity information of 132 athletes

The evaluation of demographic and clinical characteris-
tics revealed the athlete male gender (moderate risk),
older age and higher years of practice in volleyball (very
large risk) were risk factors for tendinopathy (Table 1).
However, there were no significant differences between
the two groups concerning the average time of practice
in volleyball by age group (Student T test, Fig. 2a). The
frequency of tendinopathy by tendon among elite volley-
ball athletes is shown in Fig 2b. There was a significant
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gender difference among to the affected tendon type
(p=0.003, x2 test).

The FCRL3 -169T>C and FOXP3 —2383C>T polymor-
phisms were in Hardy—Weinberg equilibrium. The allelic
and genotypic frequencies and association’s analyses of both
polymorphisms are summarized in Table 2. Athletes with
tendinopathy showed a significant higher frequency of the
variant allele FCRL3 —169C compared with the controls.
After adjusting for confounding factors (age, years of prac-
tice in volleyball, gender and pain), evaluated in multivariate
logistic regression models, FCRL3 —169C polymorphism
was associated with a higher risk of tendinopathy. By
contrast, no significant differences were detected in the
FOXP3 -2383C>T polymorphism frequency between
the two groups (Table 2). In addition, FCRL3 —169T>C
polymorphism frequency was significantly different
regards to tendon pain and were away from training
due pain between cases and controls who presented
these clinical symptoms complaints (Table 3). After
adjusting for confounding factors, the FCRL3 —169C al-
lele increases the risk (approximate 2-fold) of developing
tendinopathy among athletes who present pain or were
away from training due pain. Moreover, a combined ana-
lysis of the FCRL3 -169T>C and FOXP3 -2383C>T
polymorphisms was performed to investigate if their inter-

action would increase the risk of developing of tendinopa-
thy among athletes who present tendon pain or were
away from training due pain (Fig. 3). It has been ob-
served that relative to the combined wild-type genotype
(FCRL3 —169TT and FOXP3 -2383CC), the combined
variant genotype (FCRL3 -169TC or -169CC and
FOXP3 —2383CT or —2383TT) were associated with an
increased risk of developing tendinopathy among ath-
letes who present tendon pain (WT/VAR: OR=224;
95% CI: 1.14-4.40 and VAR/VAR: OR =2.60; 95% CI:
1.11-6.10) or were away from training due pain (VAR/
VAR: OR =5.00; 95% CI: 1.12-22.30).

Based on the results of this study and the previous ones,
we propose a hypothesis for the role of FCRL3 -169T>C
polymorphism in the tendinopathy development (Fig, 4).

Discussion

High incidence of tendon overuse injuries prevails in
elite volleyball athletes mainly because they have to go
through many hours of practice [2]. Moreover, the bio-
mechanical characteristics of the skills required in vol-
leyball associated with the joint anatomy of the players
are accepted as being the risk factors for overuse injuries
[30). Among the ball-related sports, volleyball is one of
the types that cause a high rate of overuse injury by de-
manding repetition of similar movement patterns [31]
with an professional volleyball attacker performing ap-
proximately 40,000 spikes a year [32]. This volume of
spikes may be represented by the fact that from 8 to
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20% of the injuries occurring in the shoulder [33] and
nearly 45% of injuries in volleyball athletes are identified
as patellar tendinopathy [34, 35]. In present study, tendi-
nopathy in Brazilian volleyball athletes was more frequent
in the knee (63% patellar) followed by the shoulder (22%).

Moreover, female athletes presented a higher frequency of

tendinopathy in the shoulder (41% in female versus 17%
in male), corroborating the findings of a study unrelated
to sport that the female gender was a risk factor for the

development of rotator cuff disease [36]. Furthermore,
Reeser and colleagues investigated risk factors for
volleyball-related shoulder pain and dysfunction, and ob-
served that female players showed lower simple shoulder
test scores than male athletes [33].

Repetitive and strong physical activity, characteristic of
elite athletes, contributes to excessive loading of ten-
dons, promoting inflammation and pathological degen-

eration [4, 37]. Despite the development of physical
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Table 2 Association analyses of the FCRL3 —169T>C and
FOXP3 —2383C>T polymorphisms in tendinopathy cases
compared with controls

SNP Controls  Tendinopathy p-valus® OR (95% CJ)"
n (%)
FCRL3-169T=C  (n=123) (n=143)
T 48(39.0) 40 (282) 1°
TC 56 (456) 70 (493) 019 1.50 (0.86-259)
cC 19(154) 32225 004 202 (0.10-4.09)
TC+CC 7506100 102718 008 163 (097-273)
T 152 (61.8) 150 (528) 004 1%
c 94 (382) 134 472) 144 (102-204)
FOXP3 -2383C>T (n=123) (n=138)
cC 86 (699 97 (703) 1°
cr 30 (244) 37 (268) 086 109 (062-192)
T 757 4(29) 045 051 (0.14-1.79)
CT+TT 37 (30.1) 41 (297) 10 098 (0.58-1.57)
C 202 (82.1) 231 (839 o 1°
T 44 (17.9) 45 (163) 089 (057-141)

Mote: SNP single nuclectide polymormphism, OR odds ratio, O confidence interval
*Chi-5quare Test or Fishers exact test

EAdjusted by age, years of practice in volleyball gender and pain

“Reference group
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qualities in high performance teams to reduce the tendi-
nopathy risk, no standard that sufficiently compensates
for the demands of the training has yet been established.
Therefore, considering the high costs involved with
overuse injuries in athletes, new strategies should be
considered for the prevention of these injuries. Recently,
studies based on identifying the DNA polymorphisms
have been relevant in sports medicine investigation with
the purpose of identifying the athletes most likely to de-
velop lesions and thus suggesting individualized training
to improve performance in sports [28, 29, 38-42].

As far as we know, the present study is the first study to
focus on the possible contribution of the FCRL3 —169T>C
and FOXP3 -2383C>T polymorphisms to the susceptibil-
ity to tendinopathy in elite athletes. The FCRL3 —169T>C
polymorphism was associated with increased tendinopa-
thy risk, either considering all cases, only athletes with
tendon pain or those who were away from training due to
pain. The FCRL3 —169T>C polymorphism changes pro-
moter activity and consequently alters NFkB binding [27].
Therefore, the FCRL3 —169T>C polymorphism has previ-
ously been reported in association with rheumatoid arth-
ritis [27, 43, 44|, psoriasis vulgaris [22], neuromyelitis
optica [45], multiple sclerosis [46] and endometriosis
[21, 47]. Furthermore, in present study the combined

Table 3 Analysis of FCRL3 169 T C polymorphism frequency with regards to tendon pain and athletes who were away from

training due pain in cases compared with controls

FCRL3 -169T>C Controls Tendinopathy p-value® OR (95% CI)
n (%) n (%)
Tenden pain”
(n=77) (n=128)
T 38 (493) 34 (266) 19
TC 29377 65 (508) 0007 250132474
cC 10 (130) 29 (226) 0oo 3.24 (138-762)
TC+0OC 39 (50.7) 94 (734) 0002 269 (1.49-4.88)
T 105 (682) 133 (319) 0002 14
C 49 (318) 123 (481) 198 (1.30-3.01)
Away from training due pain®
(n=33) (n=63)
T 15 (455) 15(238) 14
TC 15 (455) 37 (587) 0.09 247 (097-6.28)
cC 3(90) 11(175) 0.14 366 (085-1590)
TC+0OC 18 (545) 48 (76.2) 005 267 (109-654)
T 45 (682) 67 (532) 003 19
C 21318 59 (46.8) 1.89 (1.01-353)

Differences in sample sizes are due to available data from PCR amplification for each polymorphism

Note: OR odds ratio, O confidence interval
*Chi-Squared Test or Fisher's exact test

"The analysls for tendon pain was adjusted by age, years of practice in volleyball and gender
“The analysis for away from training due painwas adjusted by age, years of practice involleybal,, gender and pain

“Reference group
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variant genotypes of FCRL3 -169T>C and FOXP3 -
2383C>T were also associated with an increased risk
for developing tendinopathy among athletes who pre-
sented tendon pain or were away from training due to
pain. The combined analysis of FCRL3 -169T>C and
FOXP3 -2383C>T suggested a gene-gene interaction in
the susceptibility to tendinopathy. The cumulative effect
of interaction of FCRL3 —169T>C and FOXP3 -2383C>T
polymorphisms has previously been demonstrated in
the development of endometriosis [47]. The FOXP3 —
2383C>T polymorphism may interfere in the FOXP3
factor, promoting Treg cell dysfunction and develop-
ment of diseases [48].

In the early stages of tendinopathy, changes in tissue
microenvironment and activation of the innate immune
system contribute to inflammatory repair in tendons [4].
In an experimental animal model of chronic tendinopa-
thy, mast cells and macrophages were recruited and re-
leased angiogenic growth factors, which stimulate the
proliferation of new blood vessels [49]. Interestingly, the
major angiogenic growth factor VEGF is not found in
healthy tendons [50], but it is expressed in tendons in
chronic degeneration [51]. Recently, our group investi-
gated whether polymorphisms in VEGF and its receptor
KDR genes could be correlated with susceptibility to
tendinopathy. We described evidences that the polymor-
phisms in KDR might alter receptor activity, influence
the angiogenic process and consequently contribute to
inter-individual variation in the development of tendino-
pathy in volleyball athletes [29].

In addition to the recruitment of macrophages and
mast cells, and increase in angiogenesis signals in the
tendon injury microenvironment, the CD4+ T cell also
migrated into tissue and released pro-inflammatory cyto-
kines, including interleukin 2 (IL-2), enhancing the in-
nate immune response for tendon repair [11]. However,
the persistence of stimuli in the tendon over a long
period may cause tissue degeneration by excessive in-
flammatory responses and lead to chronic pain [37]. In
this context, we suggest that CD4 + Foxp3+ regulatory T
cells (Treg) could modulate the function of effector T
cells during tendon repair by regulating the expression
of target genes in the inflammatory response. As already
described in other pathological conditions, polymor-
phisms can modulate the function of Tregs, harming the
immune response [24, 52]. In present study, we found
that FCRL3 -169C allele was associated with increased
tendinopathy risk. This allele increased FCRL3 gene ex-
pression in Treg cells and promoted inflammatory re-
sponse to a greater extent in by the CD4+ T cell
generating higher levels of immune activation [24].
Thus, we proposed a hypothesis relative to the role of
the FCRL3 -169C allele in Treg cell dysfunction prevent-
ing the tendon regeneration (Fig. 4).
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The main limitation of this approach was that the
present study did not collect information on ethnicity of
all athletes. The high degree of admixture of different
ethnic backgrounds (mostly Europeans, Africans and
Amerindians) in the Brazlian population, poses special
challenges to ethnic classification. The Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE) responsible for the of-
ficial census of Brazil, has used only few pre-established
color categories, which are based on self-classification
(see Methods). However, there is poor correlation of
self-reported race/color with genetic ancestry among
Brazilians and this is based on a complex subjective
phenotypic evaluation [53]. Therefore, it was not pos-
sible to apply adjustments for population stratification
[54], in spite of no significant difference in ethnicity be-
ing observed between the tendinopathy athletes and the
control group. The extrapolation of genetic data ob-
tained from well-defined ethnic groups is not appropri-
ate for application to Brazilians [53] and our data can
be used in future studies to improve understanding of
the risk factors involved in the development of tendino-
pathy in athletes.

Finally, our group has been developing studies with the
purpose of identifying genetic characteristics that may
clarify new therapeutic targets or personalized training
programs to treat the disease or to avoid the development
of tendinopathy in athletes. However, the information
about magnitude of each variable is necessary to deter-
mine if the effect has an important role in practical and
clinical decisions about applicability of the outcome [55].
In this study, FCRL3 and FOXP3 polymorphisms and male
gender were associated with a moderate risk (approximate
2-fold), whereas athlete older age and higher years of
practice in volleyball were associated with a higher risk
(approximate 8-fold) of tendinopathy. The knowledge of
the potential risk factors associated with tendinopathy
may help to build models to use for diagnosing athletes
susceptible to tendon injury and providing these athletes
with additional personalized support.

Conclusion

The cumulative effect of FCRL3 —169T>C and FOXP3 —
2383C>T polymorphisms was associated with develop-
ment of tendinopathy in Brazilian volleyball athletes, and
this genetic knowledge together potential risk factors (age,
gender and years of practice in volleyball) could improve
the personalized training or treatment of athletes.
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6.2 POLIMORFISMOS DO GENE FATOR DE NECROSE TUMORAL TIPO ALFA (TNF-
a) AUMENTAM O RISCO DE TENDINOPATIA EM ATLETAS: UM ESTUDO DE
CASO-CONTROLE

Neste trabalho foi investigada a influéncia dos polimorfismos do gene TNF-a (-
1031 T>C, -857C>T, -308 G>A) atuando no desenvolvimento da tendinopatia. A
populacédo do estudo foi composta de 135 casos de tendinopatia e 135 controles pareados
aos casos, conforme mencionado no item 5.2.2.
A frequéncia dos locais acometidos pela doenca foi de 38,4% no tend&o patelar, 29,9% do
manguito rotador, 14,1% Aquiles, 9,1% das maos, 7,9% epicondilos e 0,6% no tendao do
abddémen. Na andlise das carateristicas epidemioldgica, os atletas com indice de massa
corporal > 30 Kg/m? e que realizaram acompanhamento nutricional apresentaram
associacéo de risco para tendinopatia (OR = 3,65; 1C95% = 1,20 - 11,16 e OR = 2,31,
IC95% = 1,40 - 3,80, respectivamente). Na analise dos polimorfismos, a distribuicdo
genotipica de TNF-a -308G>A foi significativamente diferente no modelo de
codominancia recessiva (TNF-a -308GG + GA versus AA) entre casos e controles, na qual
0 genotipo variante TNF-a-308AA foi encontrado apenas em casos de tendinopatia. Apés o
ajuste para possiveis fatores de confundimento, o haplétipo TCA formado pelos
polimorfismos TNF-a (-1031T> C, -857C> T e -308G> A) foi associado positivamente
com a tendinopatia (OR: 2,65, IC 95%: 1,32 - 5,30). Esses dados fornecem evidéncias da
influéncia de polimorfismos da regido promotora de TNF-a atuando no desenvolvimento

da tendinopatia.
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Tumor necrosis factor alpha polymorphisms increases the risk of tendinopathy in

athletes: a case—control study

Abstract

Objective: To evaluate the influence of TNF-a SNPs with tendinopathy susceptibility in
athletes.

Design: Case-control study.

Methods: A total of 270 athletes (135 tendinopathy cases and 135 matched controls by
age, sex, sport modality and training / competition locations) were included in this study,
and the genotyping of the TNF-a SNPs (-1031T>C; -857C>T; -308G>A) was performed
using TagMan validated assays. The association of the SNPs, epidemiological, clinical,
sports and training profiles of athletes with tendinopathy were evaluated by a multivariate
logistic regression model, using odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (CI).
Results: The athletes with body mass index greater than or equal to 30 Kg/m? and had
nutritional follow-up were positively risk for the tendinopathy (OR = 3.7; 95% CIl = 1.2 —
11.2 and OR = 2.3; 95% CI = 1.4 — 3.8, respectively). The allelic frequency of the TNF-a
SNPs were -1031C 24.1% and 25.9%, -857T 8.1% and 9.3%, -308A 10.0% and 15.2% in
controls and tendinopathy cases, respectively. After adjustment for confounding factors,
the genotypes TNF-a -308G>A distribution was significantly different between cases and
controls, besides variant genotype TNF-o -308AA was present only in athletes with
tendinopathy. In addition, TNF-a (-1031T>C, -857C>T and -308G>A) haplotype TCA was
associated with increased tendinopathy risk (OR: 2.65, 95% CI: 1.32 —5.30).

Conclusion: The TNF-a SNPs, high BMI and nutritional follow-up were positively
associated with tendinopathy (risk approximate 3-fold). This finding may to contribute to

creating sports injury surveillance programmes using genetic information aim reduce cases
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of the illness.

Key Terms: tendinopathy; polymorphism; TNF-a; athletes.

Introduction

Tendinopathy is characterized by pain, swelling, structural change and functional
limitation of the tendon due to overuse.?> Modifiable and non-modifiable risk factors are
associated with disease, being a common injury in workers of occupational exposure (2 -
8.5%) and even more prevalent in athletes (15 - 50%).% It is the main reason for clinical
musculoskeletal complaint;* however, the etiology of tendinopathy remains uncertain.

Molecular inflammation have been implicated as mechanism in early stages of
tendinopathies, including pro-inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor alpha
(TNF-a), and growth factors.>® Macrophages, mast cells, fibroblasts and endothelial cells
synthesized and released TNF-a cytokine, which is the main chemokine inducer when
tendons are mechanically overloaded.! TNF-a signaling is mediated by two functionally
distinct receptors: TNF-o receptor-1 (TNFR1) and TNF-o receptor-2 (TNFR2). The
interaction TNF-a — TNFR1 is responsible for induce apoptosis and proinflammatory
effects, while the interaction TNF-a — TNFR2 is related to growth-modulating effect and
tissue repair.” A experimental tendinopathy model produced by overuse shown that TNF-a
mRNA was increased 11-fold in torn supraspinatus tendon compared to control.® In
addition, TNF-o. and its receptors were expressed in peritendinous tissue,® and in
rounded/enlarged nucleus human tenocytes, a typical characteristic of tendinopathy.°

TNF-a is encoded by the gene of the same name, located in chromosome 6p21.3

between human leukocyte antigen-B (HLA-B) and human leukocyte antigen-DR (HLA-DR)



genes at the major histocompatibility complex class Il region.!! Single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the promoter region of TNF-a gene, such as -1031T>C
(rs1799964), -857C>T (rs1799724) and -308G>A (rs1800629), have shown potential to
cause structural changes and to increase the TNF-a expression.'>!® Previous studies
associated these TNF-a SNPs with some diseases, such as inflammatory bowel diseases,*
Congenital Zika syndrome,*® and cystic fibrosis.*®

As far as we know, there are no studies evaluating the influence of TNF-a SNPs on
tendinopathy development. Thus, this study aimed to investigate the role of promoter TNF-
a. SNPs as possible risk factors involved in the inflammatory molecular mechanism leading

to tendinopathy.

Methods

This case-control study was approved by the Human Ethics Committee of the
Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (protocol number
2.455.630/2017).  All participating athletes provided written informed consent and
answered a questionnaire about their epidemiological, clinical, sport and training
characteristics, as well as tendon injury history and their specific information such as type,
location and number of tendinopathy episodes. At the end of data collection, a trained
observer checked the questionnaire with each athlete, and the database was double-checked
by different trained researchers.

The inclusion criteria were Brazilian competitive levels athletes aged 18-45 years
old who recruited between March 2018 and September 2019 at different sports training
centres and competitions. One hundred thirty-five athletes had tendinopathy clinically
diagnosed by medical practitioners and confirmed with magnetic resonance image

examination (MRI). All tendinopathy diagnoses were confirmed by two blinded
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specialized orthopaedists, as described in previous studies.®*” The control group (N = 135)
consisted of athletes without previous imaging diagnosis of tendinopathy and who was
matched at the tendinopathy cases by a same age (difference of £ 2 years), sex, sport
modality and training / competition locations. The Figure 1 depicts the flowchart of

controls matching tendinopathy cases in the study.

***Fig. 1. around here***

Genomic DNA of the athletes was obtained from oral mucosa collected by swab.
The genotyping analyses of TNF-a -1031T>C (rs1799964), -857C>T (rs1799724) and -
308G>A (rs1800629) polymorphisms were performed using a TagMan allelic
discrimination assay obtained from Applied Biosystems (C__ 7514871 10,
C_ 11918223 10 and C__ 7514879 10, respectively). For all polymorphisms real-time
polymerase chain reaction (PCR) reactions were performed on a 7500 Real-Time System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), and the genotypes were then determined
directly.

The sample size was calculated using Epi Info 7, wversion 7.1.3.

(http://wwwn.cdc.gov/epiinfo/ html/downloads.htm) to detect a difference between case

and control groups, assuming an odds ratio of 2.0 with a power of 0.8 and 5% type | error.
Comparisons of continuous variables between tendinopathy cases and controls
groups were performed using the Student’s t test, and data were presented as mean =+
standard deviation (SD). Otherwise, the categorical data, as well as for the statistical
analysis of the distribution frequencies of genotypes and alleles between the two groups
were expressed as percentages and evaluated by Chi-Square Test (¥2) or Fisher’s exact test,

where applicable.
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Deviations from Hardy—Weinberg equilibrium (HWE) were assessed by the
goodness-of-fit y2 test. TNF-a (-1031T>C, -857C>T, -308G>A) allele frequency and
genotype distribution were derived by gene counting and frequencies between the two
groups were compared using the y2 test or, when appropriate, the Fisher’s exact test. The
haplotype patterns and linkage disequilibrium coefficients (D’ is degree of imbalance in
module and R? is degree of correlation) were inferred using Haploview, as previously
described.®®

Multivariate logistic regression analyses model were performed to evaluate the
possible associations between epidemiological, clinic, sport and training characteristics as
much as of the polymorphisms with tendinopathy, which was estimated by the odds ratio
(OR) with a 95% confidence interval (95% CI). As a final regression model used to control
possible confounding factors, each variable was introduced considering the biological and
statistical significance of the univariate analysis, which a input significance level less than
0.25 (p < 0.25) and output significance was 0.05 (p < 0.05) at the regression model. The
difference was statistically significant when p < 0.05. All analyses were performed using

the Statistical Package for Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, USA, version 20.0).

Results

Of the 135 tendinopathy cases, 26 athletes (19.3%) reported more than one tendon
affect. Thus, the distribution of tendinopathy by affect site was 63 (38.4%) in patellar, 49
(29.9%) in rotator cuff, 23 (14.1%) in Achilles, 15 (9.1%) in hand, 13 (7.9%) in
epicondyles and 1 (0.6%) in abdomen. The demographic, clinical, sport and training
characteristics variables of tendinopathy cases and controls were presented in Table 1. In
summary, all variables were analyzed to identify possible confounding variables of the true

association between SNPs and tendinopathy. Initially, the variables BMI (p = 0.09), alcohol
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consumption (p = 0.25), nutritional follow-up (p = 0.002), declared preference (p = 0.21)
and weekly training hours (p = 0.15) were inserted in the logistic regression model. After

multivariate analysis, only BMI and nutritional follow-up remained in this model.

***Table 1 around here***

The distribution of TNF-a (-1031T>C, TNF-« -857C>T and TNF-« -308G>A) SNPs
was in Hardy—Weinberg equilibrium. After adjustment by co-factors that remained in
logistic regression model (BMI and nutritional follow-up), no significant differences were
detected in allele or genotype distribution of TNF-a SNPs -1031T>C (p = 0.52 and p =
0.30, respectively), - TNF-a -857C>T (p = 0.44 and p = 0.72, respectively) and TNF-« -
308G>A (p = 0.07 and p = 0.06, respectively) between tendinopathy cases and controls.
However, variant genotype TNF-a -308AA was present only in athletes with tendinopathy.
In addition, seven haplotypes could be inferred, which account 100% of the study
population, in which after adjusting for confounding variables, there was positive risk
association for the development of tendinopathy for the TNF-a TCA haplotype, when

compared with the reference haplotype TCG (Table 2).

***Table 2 around herg***

Discussion

Tendinopathy is a serious public health care problem and the knowledge of
molecular mechanisms involved in its etiology remains ongoing search.*® Recent studies
have been challenged the “degenerative process” paradigm, suggesting that tendon

overload is linked a complex role of the inflammation on tendon homeostasis
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dysregulation.>*"1%20 Although the role of the inflammatory process is not clear and may
vary depending of epidemiological profile of population, the degradation of tissue is
associated to innate immune system and key cytokines, including TNF-o on early or late
staging tendon disease.>*°

Metabolic diseases related to increased adiposity has been identified as important
potentially modifiable risk factor for onset and progression a variety of tendinopathies.?
Adipose tissue is tightly associated with tendon inflammation and early tissue
degeneration.?* High BMI and nutritional follow-up were non-modifiable risk factors for
tendinopathy in our athletes. The increased BMI in athletes can result in nutritional
monitoring for muscle mass gain, which optimizes the athlete's performance and physical
ability;?> however, nutritional supplements may be a key component in the etiology of
various diseases,?>?* and diet can contribute negatively with tendon homeostasis.?°

Inflammatory genetic variables were associated as non-modifiable factors for
developing tendinopathies.®'?> These studies have been important for understanding the
molecular mechanism involved in the etiology of the disease and for control mechanical
stress on the tendon of athletes most likely to develop overuse injuries.?® Under normal
physiological conditions TNF-a level is not detectable in tendon;'® however, overloading
and mechanical stress may induce the secretion of TNF-a by tenocytes and cause change
cellular proliferation, onset of pain and ECM degradation.! TNF-o level was detect in
human tenocytes of Achilles tendinopathy samples, suggesting association with onset
tissue apoptosis and in mechanotransduction failure to adapt tendon load.'® Moreover, the
variation in TNF-a cytokines production is tightly regulated by genetic variants.?’

TNF-a polymorphisms in the promoter region site are strongly in linkage
disequilibrium and creates established haplotypes that affect differently gene expression

and activity.?”?® A significant difference in the genotypic distribution of TNF-a — 308G>A
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SNP in the recessive co-dominance model between tendinopathy case and control was
observed. In addition, TNF-a TCA (-1031T>C, -857C>T and -308G>A) haplotype
characterized by the presence of the variant allele of TNF-a — 308A was associated with an
increased risk of disease (2-3 fold). The TNF-a — 308G>A polymorphism is functional and
the presence of variant allele — 308A promote loss of transcription factors like activator
protein-2 binding, increasing the level of gene transcription.?® This may explain the
increased level of TNF-a mRNA found in the degenerate tendon;®° and consequently
contribute to inter-individual variation in tendinopathy development. Thus, this finding can
be used in future studies to better understand the influence of genetic factors in the
tendinopathy susceptibility and contribute to create sports injury surveillance programmes
using genetic information aim reduce cases of the illness in athletes.

Despite the small number of athletes with different types of tendinopathies being
the main limitation of this study, the control group was matched carefully by age, sex, sport
modality and training / competition locations to minimize the influence of the confounding
factors. In addition, there were double-checked of the database by different trained
researchers strengthen the quality of the results found in present study. Although, the
variant genotype of the TNF-a -308G>A is low frequency (approximately 0 — 2%) in the
Brazilian population,?® the results can be used to build a database from different
populations to identify modifiable and non-modifiable risk factors associated with

tendinopathy development in athletes.

Conclusion
The high BMI and nutritional follow-up were positively associated as modifiable
factor of tendinopathy, whereas TNF-a polymorphisms was potential non-modifiable risk

associated with development of disease.
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Practical Implicate

e The study improves the understanding of how polymorphisms within the inflamma-
tory signaling pathway may modulate the susceptibility of tendinopathy.

e The presence of variant allele TNF-o — 308A may be explain the increased level of
TNF-a mRNA in the degenerate tendon.

e The knowledge of genetic factors associated with tendinopathy development may
contribute to clarify the molecular mechanism involved in the etiology of the dis-

ease, as well as improve the prognosis and athlete's career time.
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Figure Legend

Fig.1. Flowchart of the matched study population.
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Table 1 Epidemiological, clinical, sport and training characteristics of the athletes (N = 270)

Control Tendinopathy Crude OR Adjusted ORP
Variables p-value®?
(N = 135) (N = 135) (C1 95%) (C1 95%)
N (%)

Height (centimeters)¢

<166 36 (26.9) 34 (25.2) 0.75 1¢ 1¢

167 -175 38 (28.4) 40 (29.6) 1.11 (0.58 —2.13)  0.91 (0.35 — 1.56)

176 - 181 29 (21.6) 25 (18.5) 0.91(0.45-1.86)  0.66 (0.52 —2.00)

>182 31 (23.1) 36 (26.7) 1.23(0.63-2.40)  0.90 (0.44 — 1.83)
BMI (Kg/m?)¢

<25 87 (65.4) 73 (54.5) 0.04 1¢ 1¢

25 -29.99 41 (30.8) 49 (36.6) 142 (0.35-2.39)  1.44 (0.85 - 2.46)

>30 5(3.8) 12 (8.9) 2.86 (0.93-250) 3.65(1.20 — 11.16)
Skin colourf

White 48 (35.8) 58 (43.3) 0.71 1¢ 1¢

Intermediate 47 (35.1) 44 (32.8) 0.77 (0.44 — 1.36) 0.77 (0.43 - 1.38)

Black 34 (25.4) 28 (20.9) 0.68(0.36-1.28)  0.70 (0.36 —1.35)

Others 5(3.7) 4 (3.0) 0.66 (0.17 —2.60)  0.93 (0.22 — 3.85)
Level of schoolingf

Middle school 6 (4.5) 3(2.2) 0.49 1¢ 1¢

High school 60 (45.1) 56 (41.5) 1.87 (044 -7.82)  1.80(0.39 - 8.31)

University education 67 (50.4) 76 (56.3) 2.27 (0.55-9.43) 2.19 (0.48 - 10.02)
Alcohol consumption

No 53 (39.3) 44 (32.6) 1¢ 1¢

0.36

Yes 82 (60.7) 91 (67.4) 1.38(0.81-2.20)  1.27 (0.76 — 2.14)
Smoking®

No 125 (93.3) 122 (90.4) I I

0.38
Yes 9(6.7) 13 (9.6) 1.48 (0.61-3.59)  0.44 (0.57 — 3.59)



Nutritional follow-up

No 78 (57.8) 52 (38.5) 1° 1¢
0.001

Yes 57 (42.2) 83 (61.5) 2.18 (1.34 -3.55)  2.31(1.40 — 3.80)
Side of dominance

Right 110 (81.5) 104 (77.0) 0.27 1€ 1°

Left 11 8.1) 20 (14.8) 1.92 (0.88 —4.21)  1.67 (0.74 —3.76)

Bilateral 14 (10.4) 11 (8.2) 0.83 (0.36 -1.91) 0.69 (0.29 - 1.63)
Coachd

Certified athletic trainer 92 (68.1) 81 (60.4) 0.54 1¢ 1¢
at';fertr:er professional 31 (539) 34 (25.4) 1.25(0.70 -2.20)  1.20 (0.66 - 2.17)

Both 12 (8.9) 19 (14.2) 1.80 (0.82 -3.93)  1.53 (0.68 — 3.46)
Age at the beginning of
sport practice (years)d

<10 41 (30.3) 41 (30.6) 0.80 1¢ 1¢

11-14 32 (23.7) 29 (21.6) 0.91 (0.47 -1.76)  0.97 (0.48 — 1.95)

15-19 31 (23.0) 37 (27.6) 1.19 (0.63-2.27)  1.33(0.66 —2.66)

>20 31 (23.0) 27 (20.1) 0.87 (0.44—1.71)  0.99 (0.48 — 2.04)
Years of training?

<5 49 (36.3) 38 (28.4) 0.84 1° 1°

6-8 25 (18.5) 27 (20.1) 1.39 (0.70-2.77)  1.28 (0.63 — 2.61)

9-12 32 (23.7) 35 (26.1) 1.41 (0.74—2.67)  1.29 (0.65 — 2.57)

>13 29 (21.5) 34 (25.4) 1,51 (0.79-2.90)  1.28 (0.65—2.52)
Weekly training hours

<7 38 (28.1) 32 (23.7) 0.46 1¢ 1¢

812 49 (36.3) 38 (28.1) 0.92 (049 -1.73)  0.86 (0.44 — 1.68)

13-17 22 (16.3) 24 (17.8) 1.29 (0.61-2.73)  1.22 (0.56 — 2.66)

>18 26 (19.3) 41 (30.4) 1.87 (0.95-3.70)  1.45 (0.70 —2.99)
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OR is Odds ratio; Cl is confidence interval. # p-value < 0.05 was obtained through the Chi-squared Test (Pearson p-
value). ® OR adjusted by BMI and nutritional follow-up. ¢ Reference value. ¢ Information was obtained from 269 athletes.

e Information was obtained from 267 athletes. f Information was obtained from 268 athletes.



Table 2 Allelic, genotypic and haplotypic distributions of the TNF-a polymorphisms and their

association with tendinopathy

Control Tendinopathy
SNPs p-value? Adjusted ORP (C1 95%)
(N =135) (N =135)
N (%)
TNF-a -1031T>C
TT 76 (56.3) 76 (56.3) 1¢
0.95
TC+CC 59 (43.7) 59 (43.7) 1.02 (0.62 — 1.67)
TT+TC 129 (95.6) 124 (91.9) 1¢
0.13
cC 6(4.4) 11(8.1) 2.21(0.77 - 6.36)
T 205 (75.9) 200 (74.1) 1¢
0.52
C 65 (24.1) 70 (25.9) 1.14 (0.76 — 1.71)
TNF-a -857C>T
cC 116 (85.9) 113 (83.7) 1°
0.42
CT+TT 19 (14.1) 22 (16.3) 1.33 (0.66 — 2.67)
CC+CT 132 (97.8) 132 (97.8) 1¢
0.88
TT 3(2.2) 3(2.2) 1.14 (0.21 - 6.15)
C 248 (91.9) 245 (90.7) 1¢
0.44
T 22 (8.1) 25(9.3) 1.28 (0.68 — 2.40)
TNF-a -308G>A
GG 108 (80.0) 97 (71.9) 1¢
0.12
GA +AA 27 (20.0) 38(28.1) 1.58 (0.88 — 2.85)
GG + GA 135 (100.0) 132 (97.8) 1¢
0.04
AA 0(0.0) 3(2.2) -
G 243 (90.0) 229 (84.8) 1¢
0.07

A 27 (10.0) 41 (15.2) 1.63 (0.95 — 2.81)



TNF-a Haplotypes

(-1031T>C, - 857C>T and —
308G>A)

TCG
TCA
TTG
TTA
CCG
CCA

CTG

172 (63.7)
15 (5.6)
14 (5.2)
4 (15)

53 (19.5)
8 (3.0)

4(15)

148 (54.8) 0.11
31 (11.5)

18 (6.7)

3(L1)

59 (21.8)

7(2.6)

4 (1.5)

10
2.65 (1.32 - 5.30)
1.74 (0.80 — 3.80)
0.79 (0.17 - 3.71)
1.35 (0.86 — 2.11)
1.03 (0.35 - 2.97)

1.50 (0.36 — 6.26)
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OR is Odds ratio; Cl is confidence interval. @ p-value < 0.05 was obtained through the Chi-squared Test (Pearson P-

value). ® OR adjusted by BMI and nutritional follow-up. ¢ Reference value.



Training / competition loca-

tions: N (%)

Study athletes
(N =270)

A 4

A 4

Control Tendinopathy
(N =135) (N =135)
o)
(2]
o H
o c 23.1+x4.7 23.7+x45
<3
=
S Female: 52 (38.5) Female: 52 (38.5)
B = Male: 83 (61.5) Male: 83 (61.5)
Rugby: 57 (42.2) Rugby: 57 (42.2)
Soccer: 30 (22.2) Soccer: 30 (22.2)
Water polo: 18 (13.4) Water polo: 18 (13.4)
Handball: 9 (6.7) Handball: 9 (6.7)
< Judo: 5 (3.7) Judo: 5 (3.7)
= Kickboxing: 4 (3.0) Kickboxing: 4 (3.0)
S Crossfit: 2 (1.5) Crossfit: 2 (1.5)
S Football: 2 (1.5) Football: 2 (1.5)
< MMA: 2 (1.5) MMA: 2 (1.5)
= Swimming: 2 (1.5) Swimming: 2 (1.5)
@ Athletics: 1 (0.7) Athletics: 1 (0.7)
Rowing: 1 (0.7) Rowing: 1 (0.7)
Volleyball: 1 (0.7) Volleyball: 1 (0.7)
Beach volleyball: 1 (0.7) Beach volleyball: 1 (0.7)
Rugby championship: 56 (41.5) Rugby championship: 56 (41.5)
Soccer training center: 25 (18.5) Soccer training center: 25 (18.5)
INTO sports center trauma: 18 (13.3) INTO sports center trauma: 18 (13.3)
Water polo championship: 15 (11.1) Water polo championship: 15 (11.1)
Handball training center: 9 (6.7) Handball training center: 9 (6.7)
Olympic sports training center: 7 (5.2) Olympic sports training center: 7 (5.2)
Judo training center: 4 (3.0) Judo training center: 4 (3.0)
Crossfit training center: 1 (0.7) Crossfit training center: 1 (0.7)
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7 DISCUSSAO

A tendinopatia € uma doenca musculoesquelética degenerativa que promove
alteracbes estruturais, como o aumento da producdo de colédgeno tipo Il e uma
hipercelularidade de fendétipo inflamatorio no tecido, o que influencia nas propriedades
mecanicas e funcionais do tenddo (LOICANO et al., 2019, WANG, 2006). A alta incidéncia
da doenca e seu impacto negativo na qualidade de vida dos pacientes, em especial dos
atletas profissionais tém sido um problema de saude coletiva no ambito da medicina
esportiva, devido a dor e limitagio de movimentos que afetam substancialmente o
desempenho esportivo do atleta, a estabilidade tatica da equipe e consequentemente com
impacto social e econémico (PETERS et al., 2016; KAUX et al., 2011, YARD et al., 2008).
Em casos severos da doenga, muitos dos atletas precisam ser atendidos pelo SUS para uma
terapéutica mais cronica, 0 que gera altos custos econdmicos para a administracdo de salde
publica e suplementar com diagndsticos e tratamentos, e implica no maior tempo de
afastamento esportivo, que por vezes concebe a aposentadoria precoce do atleta (LISMAN
etal., 2017).

Apesar das diferencas dinamicas, Idgicas, estratégicas e de estilo de treinamento
entre as modalidades esportivas, a etiologia da tendinopatia apresenta um carater
multifatorial resultante da interacdo de fatores ndo-modificaveis e modificaveis que
contribuem para a varia¢do do seu fendtipo heterogéneo no meio esportivo (HOPKINS et
al., 2016). Os atletas de alto desempenho s&o altamente expostos ao intenso volume de
treinamento e a repeticdo de movimentos padronizados. Um jogador de voleibol que
realiza aproximadamente 40.000 ataques por ano pode representar de 8 a 20% da
tendinopatia no manguito rotador por uso excessivo (CHALLOUMAS et al., 2017), e cerca
de 45% da patelar devido ao angulo de aterrisagem do joelho (ZWERVER et al., 2011). No
presente trabalho, a tendinopatia em atletas brasileiros de voleibol foi mais frequente no
joelho (63%) seguido pelo ombro (22%).

Assim, identificar os fatores envolvidos com o desenvolvimento da tendinopatia é
essencial para implementacdo de programas de vigilancia de lesées (BROMLEY et al.,
2018). Estudos tém demonstrado que a idade e o sexo influenciam negativamente as
propriedades mecanicas e materiais do tenddo em atletas, aumentando o risco de lesdo
nessa populagdo (HOPKINS et al., 2016, LOCAINO et al., 2019, KAUX et al., 2011). O
resultado mostrado com atletas de voleibol aponta que atletas do sexo feminino

apresentaram maior frequéncia de tendinopatia no ombro (41% no sexo feminino versus
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17% no masculino) (SALLES et al., 2018), corroborando com os achados de um estudo
néo relacionado ao esporte de que o sexo feminino era um fator de risco para a doenca
(MOTA GDA et al., 2014).

Além disso, doencas metabdlicas relacionadas ao aumento da adiposidade foram
identificadas como um importante fator de risco modificavel para o inicio e a progressao
da tendinopatia, devido a ingestdo excessiva de gordura influenciar a expansédo das fibras
do colageno, a diminuicdo progressiva da elasticidade e a criacdo de um tecido mais rigido
com dificuldade de absorver a carga mecanica (ABATE et al., 2009, LOCAINO et al.,
2019).

Ainda, o aumento de IMC encontrado nos atletas pode ser consequente de
acompanhamentos nutricionais para ganho de massa muscular, 0 que otimiza o
desempenho e habilidade fisica do atleta (HULENS et al., 2001, JOENG et al., 2018).
Porém, uma dieta com deficiéncias nutricionais pode contribuir negativamente com a
homeostase do tenddo (LOICANO et al., 2019). O presente estudo encontrou o
acompanhamento nutricional como um risco aproximado de 1,4 a 3,8 vezes para
tendinopatia em atletas, o que sugere que a dieta € um componente essencial na etiologia
da doenca (SCOTT et al., 2016, DePFILLIPO et al., 2018). Dietas deficientes de vitamina
C e D, pobres em leucina, lisina e glicemia diminui a sintese de colégeno tipo 1 e aumenta
a exposicdo do tecido ao estresse oxidativo (LOICANO et al., 2019, DePFILLIPO et al.,
2018, SCOTT et al., 2016). Além disso, dietas ricas em acidos graxos saturados podem
aumentar o nivel de colesterol transportado na lipoproteina de baixa densidade (LDL), e
sua forma oxidada (oxLDL) tem um alto potencial patogenético, resultando em apoptose
dos tendcitos, expressao génica reduzida de COL1Al e COL3AL e superexpressao de
colagenase (GREWAL et al., 2014).

Recentemente, polimorfismos genéticos vém sendo associados como fatores de
risco ndo modificaveis para o desenvolvimento de tendinopatia (SALLES et al., 2016,
KIM et al., 2017, DINIZ-FERNANDEZ et al., 2018, NIE et al., 2019). O estudo genético
aplicado ao esporte tem sido uma ferramenta almejada pela medicina esportiva para
criagdo de programas preventivos de lesdes, que objetiva mitigar o excesso de estresse
mecanico no tenddo dos atletas, sugerindo treinamentos individualizados para favorecer o
apice de desempenho esportivo e 0 maior tempo de carreira do atleta (MAFFULLI, 2013).
Além disso, a analise de polimorfismos genéticos contribui para a compreensdo do
mecanismo molecular envolvido na etiologia da doenca, principalmente no seu estagio

inicial, que ocorre o desequilibrio homeostatico entre regeneracdo tecidual ou progressao
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da lesdo (DAKIN et al., 2018, MILLAR et al., 2017, D"ADDONA et al., 2017).

Na presenga de um estresse primario no tenddo, ocorre alteragfes estruturais no
microambiente e o recrutamento de macréfagos, mastdcitos e linfocitos T CD4* que
liberam citocinas pro-inflamatdrias para reparar o dano provocado por esse estimulo
(MILLAR et al., 2017). Embora o papel do mecanismo inflamatério ndo seja muito claro e
possa variar dependendo do local do tenddo e do perfil epidemiolégico da populagdo, a
degradacdo do tecido estd associada ao aumento de liberacdo e a ndo modulacdo de
citocinas pro-inflamatdrias que promovem alteracdes na proliferacdo celular, inicio da dor
e degradacdo da matriz extracelular (MILLAR et al., 2017, DAKIN et al., 2018, DEAN et
al., 2017). Gaida et al. (2012) encontraram altos niveis de RNAm e de proteina do TNF-a
em tendcitos humanos arredondados caracteristicos de tendinopatia, no qual sugeriram que
0 TNF-a causa uma sinalizacao de efeito autocrino e paracrino, promovendo a apoptose
tecidual inicial e a falha na funcéo tendinea.

E sabido que a variaco da producdo de TNF-a é fortemente regulada por variantes
genéticas (VERWELW et al., 1999, MANDAL et al., 2019). Os polimorfismos localizados
na regido promotora de TNF-o estdo fortemente em desequilibrio de ligacdo e criam
hapl6tipos estabelecidos que afetam diferentemente a expressdo e a atividade génica
(KARIMI et al., 2009, MANDAL et al., 2019). O resultado encontrado no presente estudo
mostra uma diferenca significativa na distribuicdo genotipica do polimorfismo TNF-a -
308G>A no modelo de co-dominancia recessiva entre 0s grupos casos de tendinopatia e
controles. Além disso, o haplétipo TNF-a TCA (-1031T>C, -857C>T e -308G>A)
caracterizado pela presenca do alelo variante do TNF-« - 308A foi associado a um risco
aumentado do desenvolvimento da doenca. O polimorfismo TNF-a - 308G>A é funcional,
no qual a troca de nucleotideo T (timina) pelo A (adenina) localizado nesse locus promove
a perda de fatores de transcricdo repressores, 0 que aumenta o nivel de transcricdo génica
(KARIMI et al., 2009, WILSON et al., 1997). Isso pode explicar o aumento do nivel de
MRNA do TNF-a encontrado em tendBGes degenerados de humanos ou de animais,
enquanto que em tenddes saudaveis ndo sdo detectados niveis de TNF-o (HOSAKA et al.,
2005, MILLAR et al., 2009, GAIDA et al., 2012).

Entretanto, mediante a um estresse crénico de sobrecarga e um aumento da
inflamacéo no tenddo, as células Treg sdo ativadas via contato direto com a célula T CD4",
inibindo o fator nuclear NFAT e regulando a expressdo de genes alvo na resposta
inflamatdria (HORI et al., 2003; MELO; CARVALHO, 2009). Como ja descritos em outras

condi¢des patologicas, polimorfismos genéticos podem modular a funcdo de Tregs,
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prejudicando o reparo tecidual (HAGHIGHI et al., 2015; KWON et al., 2017; BEN JMAA
et al. 2017). Os achados desse estudo encontraram uma associagdo positiva do alelo
variante FCRL3 - 169C tanto para o desenvolvimento da tendinopatia, quanto aos sintomas
dolorosos caracteristicos de inflamacdo. A presenca do nucleotideo C (citosina) nessa
regido aumenta a afinidade de ligagc&o do fator NF-kB ao DNA, promovendo o aumento da
transcricdo génica de FcRL3 nas células Treg e gerando niveis mais altos de ativacdo
imune (SWAINSON et al.,, 2010). Além disso, apesar de ndo ter sido encontrado
associacdo com o polimorfismo FOXP3 -2383C>T, o efeito combinado entre os gendtipos
de FcRL3-FOXP3 sugere um efeito cumulativo gene-gene que contribui para a inflamagéo
envolvida na degradacéo da matriz extracelular tendinea.

A principal limitacdo do estudo foi o risco de viés de memoria nos questionarios
autorrelatados e a omissdo de informacdes de dados durante a carreira esportiva, devido a
este estudo ter sido realizado com casos prevalentes. No entanto, o estudo apresenta como
pontos fortes: o tamanho da amostra, a sele¢do do estudo ndo-pareado com atletas de elite
de voleibol brasileiros que eram submetidos as mesmas exposicdes quanto a intensidade de
treinamento, condi¢Bes nutricionais e ambientais, a selecdo pareada do estudo com
diversos atletas para controlar o risco de viés de selecdo e obter a real magnitude de
associacao dos polimorfismos analisados, e por fim, a logistica de conferéncia do banco de
dados que favoreceu a qualidade das analises. Nossos dados podem ser utilizados em
estudos futuros para entender melhor a influéncia de fatores genéticos na suscetibilidade da
tendinopatia e contribuir para desenvolvimento de novos métodos terapéuticos e para a
criacdo de programas de vigilancia de lesdes, evitando a cessagdo precoce da carreira

profissional dos individuos, reduzindo o custo/impacto social e econémico.
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8 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que as caracteristicas epidemiolégicas como idade
avancada, sexo masculino, alto IMC, acompanhamento nutricional e maior tempo de
pratica no esporte foram associadas positivamente com a tendinopatia em atletas
brasileiros. Além disso, o haplotipo formado pelos polimorfismos de TNF-a -1031T>C, -
857C>T, -308G>A, e o efeito cumulativo dos polimorfismos FCRL3 -169T>C e FOXP3 -
2383C>T foram associados como um potencial risco ndo modificavel ao desenvolvimento

da tendinopatia.
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Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.455.630

Apresentagdo do Projeto:

Projeto muito bem estruturado, contendo todos os itens necessarios para a adequada realizagao da
pesquisa.

A les&o relacionada a préatica do esporte pode promover redugéo da

intensidade ou do nivel da atividade fisica; necessidade de atendimento & saude, o

qual demanda um tratamento especializado; e que provoca um impacto social ou

efeitos socioecondémicos no ambito individual ou coletivo.A incidéncia constante

de lesdes atraumaticas no sistema musculoesquelético tem causado relevante

preocupacéo aos profissionais da medicina esportiva. Cerca de 30% a 50% das

lesbes desportivas estéo ligadas a uma sobrecarga do tecido musculoesquelético

durante os treinamentos.

Os polimorfismos genéticos podem influenciar a degeneragéo tecidual por meio do efeito cumulativo de
multiplos polimorfismos e por envolver interagdes

complexas entre multiplos genes. Para entender a importancia de cada alelo polimérfico, é necessario
avaliar a contribuigdo de cada polimorfismo no fenétipo da

les@o. Recentemente, nosso grupo analisou a influéncia de polimorfismos em

genes envolvidos com o processo angiogénico (fator de crescimento endotelial

vascular -VEGF e seu receptor KDR) no desenvolvimento da tendinopatia em

atletas de elite de voleibol. Foi verificado uma associag&o negativa (protegdo) com o
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desenvolvimento da tendinopatia em atletas que apresentaram o SNP KDR

1192G>A e os haplétipos CGA e CGT formados pelos SNPs KDR -604C>T;

1192G>A; 1719T>A26.

Desse modo, os projetos com atletas de alto desempenho podem ser eficazes

para avaliar a contribuicdo dos genes envolvidos com a susceptibilidade das lesées

relacionadas a prética do esporte, quando submetido a repetitivo e intenso estresse

mecanico.

Objetivo da Pesquisa:

Os objetivos da pesquisa seriam:

GERAL:

Avaliar a influéncias de polimorfismos em genes selecionados envolvidos com

a etiologia de les6es musculares de repeticio em atletas, atraumaticas, no tecido

musculoesquelético.

ESPECIFICOS:

Determinar a frequéncia de polimorfismos nos genes selecionados em atletas;

Avaliar a magnitude de associagéo de polimorfismos nos genes em estudo e

o desenvolvimento de lesées musculares de repeti¢ao, atraumaticas, no tecido

musculoesquelético;

Avaliar a influéncia dos polimorfismos nos subgrupos classificados pelas variaveis epidemiolégicas, clinicas
e moleculares de cada atleta.

Avaliagado dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A participagéo no estudo ¢ voluntaria e mesmo com a concordancia em participar, é garantido o direito de
desistir e interromper a participagéo a qualquer momento, sem necessidade de justificar esta deciséo e o
participante de pesquisa néo tera nenhum prejuizo quanto & continuidade de seu tratamento na Instituicéo.
Todas as informagées pessoais obtidas durante o estudo estarao disponiveis apenas para os investigadores
envolvidos no projeto ou para o préprio sujeito da pesquisa caso este solicite. As instrugées quanto ao
acesso aos resultados desta pesquisa, constam no TCLE.

Os resultados gerados com este estudo poderso indicar/sugerir se algum polimorfismo pode estar associado
com o risco ou prote¢ao do desenvolvimento de lesdes atraumaticas dos tecidos musculoesqueléticos. O
polimorfismo é uma caracteristica genética que pode ou n#o estar relacionada a uma doenca. Os voluntarios
que apresentarem tipo genético sugestivo para
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desenvolvimento de lesGes relacionadas a préatica do esporte ser&o orientados pelo médico responsavel
pelo estudo, Dr. Rodrigo Goes, em relagéo a eventuais exames para diagnéstico e/ou tratamento médico.
Beneficios:

Este estudo néo trara nenhum beneficio imediato para o participante de pesquisa, assim como n&o recebera
qualquer tipo de recompensa pela sua participagéo. Caso seja de interesse do participante de pesquisa, o
Unico beneficio sera saber sobre o genétipo dos polimorfismos estudados, e se o perfil do participante de
pesquisa pode estar associado ou ndo com o desenvolvimento de lesées relacionadas a pratica do esporte

)

podendo definir condutas de prevengéo.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

Pesquisa de grande relevancia para o esporte e para a area da saude desportiva, uma vez que pretende
avaliar a magnitude de associacdo de polimorfismos e o desenvolvimento de lesées musculares de
repeticdo, atraumaticas.

Espera-se com a execugéo deste projeto que o conjunto de dados obtidos proporcione um avango no
conhecimento da etiologia, no diagnéstico e prognéstico da de lesées desportivas com intuito de contribuir
para o conhecimento do seu surgimento e, principalmente, para aprimorar as diretrizes de diagnéstico e
tratamento individualizado para cada atleta susceptivel ao desenvolvimento dessas

lesdes.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Todos os termos foram devidamente apresentados e encontram-se adequados.
- Folha de Rosto;

- Cronograma atualizado e com as etapas adequadas & realizagdo da pesquisa;
- Declaragéo da Instituicdo Proponente assinada;

- TCLE;

- Declaracéo de Manuseio de material biolégico para pesquisa do Instituto Nacional de
Traumatologia e Ortopedia - INTO;

- Orcamento proprio e material disponivel na instituic&o proponente;

- Termo de Responsabilidade do Pesquisador;

- Termo de Compromisso de Pesquisador;

- Carta de Aprovagdo da Comiss&o Cientifica da Instituigdo Proponente.
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Recomendacdes:

Que seja enviado relatérios periodicos sobre o desenvolvimento da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

N&o ha pendéncias ou inadequagées.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Senhor pesquisador, de acordo com o constante da Resolugdo CNS n° 466 de 2012, faz-se necessario
apresentar ao CEP/INTO, através da Plataforma Brasil, a cada 06 (seis) meses o relatério de
acompanhamento de sua pesquisa. Além disso, ap6s a conclusdo da pesquisa, devera ser submetido na
Plataforma Brasil, através da Notificagéo, o Relatério Final e a pesquisa concluida para apreciagéo do
CEP/INTO.

Informamos que qualquer alteragdo realizada no protocolo de pesquisa aprovado devera ser submetida a
apreciacdo do CEP/INTO através do envio de uma emenda utilizando a Plataforma Brasil.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo : Postagem Autor Situagéo
Informactes Béasicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 18/12/2017 Aceito
do Projeto ROJETO _1053427.pdf 10:55:49
Outros CartaComissao.pdf 18/12/2017 |Jamila Alessandra Aceito

10:55:19 | Perini Machado
Declaracéo de TermoCompromisso.pdf 18/12/2017 |Jamila Alessandra Aceito
Pesquisadores 10:54:36 | Perini Machado
Declaragéo de TermoResponsabilidade.pdf 18/12/2017 |Jamila Alessandra Aceito
Pesquisadores 10:54:20 | Perini Machado
TCLE / Termos de |tcle.pdf 15/12/2017 | Jamila Alessandra Aceito
Assentimento / 13:06:00 |Perini Machado
Justificativa de
Auséncia
Declaragéo de Pesquisadores.pdf 15/12/2017 |Jamila Alessandra Aceito
Pesquisadores 13:04:56 | Perini Machado
Projeto Detalhado / | ProjetoAtletasPlataforma.pdf 15/12/2017 |Jamila Alessandra Aceito
Brochura 11:45:00 |Perini Machado
Investigador,
Orgcamento DeclaracaoOrcamento.pdf 15/12/2017 |Jamila Alessandra Aceito
11:43:28 | Perini Machado
Declaragéo do DeclaracaoPatrocinador.pdf 15/12/2017 |Jamila Alessandra Aceito
Patrocinador 11:43:13 | Perini Machado
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Abstract

Background: Musculoskeletal injuries (MSK-) are a serious problem in sports medicine. Modifiable and non-
modifiable factors are assodated with susceptibility to these injuries. Thus, the aim of this study was to describe the
prevalence of and identify the factors associated with MSK-, including tendinopathy and joint and muscle injuries,
in athletes.

Methods: In this cross-sectional observational study, 627 athletes from rugby (n=225), soccer (n=172), combat
sports (n=286), handball (n=82) and water polo (n=62) were recruited at different sports training centres and
competitions. Athlete profiles and the prevalence of MSK- were assessed using a self-reported questionnaire. Only
previous M5K-l with imaging confirmation and/or a positive physical exam by a specialized orthopaedist were
considered. The association of the epidemiological, clinical and sports profiles of athletes with MSK-| was evaluated
by a logistic regression model.

Results: The mean age was 25+ 6 years, and 60% of the athletes were male. The epidemiological, clinical and
sports profiles of the athletes were different for the five sport groups. The MSKH prevalence among all athletes was
76%, with 55% of MSKA occurring in a joint, 48% occurring in a muscle and 30% being tendinopathy, and 19% of
athletes had three investigated injuries. The MSK- prevalence and injury locations were significantly different
among sport groups. There was a predominance of joint injury in combat sports athletes (77%), musde injury in
handball athletes (67%) and tendinopathy in water polo athletes (529). Age (=30 years) was positively associated
with joint (OR=52 and 95% Cl=26£-107) and muscle (OR =49 and 95% Cl=24-10.1) injuries and tendinopathy
(OR=4.1 and 95% Cl=1.9-93).

Conclusion: There is a high prevalence of tendinopathy and joint and muscle injuries among rugby, soccer,
combat sports, handball and water polo athletes. The analysis of associated factors (epidemiclogical, clinical and
sports profiles) and the presence of MSK- in athletes suggests an approximately 4-5-fold increased risk for athletes
=30vears of age. The identification of modifiable and non-modifiable factors can contribute to implementing
surveillance programmes for MSK- prevention.
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Background

Musculoskeletal injuries (MSK-I) are some of the most
severe health problems in sports medicine, resulting in
high economic costs, withdrawal of athletes from train-
ing and competitions and potentially affecting athlete
performance [1]. The prevalence of injury types and
locations is different according to sport modality, varying
from 5 to 60% for joint injuries [2, 3], 20-60% for
muscle injuries [4, 5] and 10-50% for tendinopathy [6].

Non-modifiable and modifiable factors have been asso-
ciated with MSK-I [1]. The multifactorial and dynamic na-
ture of the MSK-I highlights the importance of knowing
the confounding variables to assist biostatistical methods
of surveillance in athlete health, which may contribute to
injury prevention programmes, helping professionals
involved with the training of athletes [7]. Thus, under-
standing the interaction between epidemiological and
etiological factors involved with MSK-I is essential to the
development and implementation of sports injury surveil-
lance programmes [8]. Recently, our group showed that
genetic factors were associated with tendinopathy devel-
opment and were able to contribute to the identification
of new therapeutic targets and personalized training pro-
grammes to prevent injury in athletes [9, 10].

As far as we know, there are no studies comparing
athlete profiles and their associated factors with MSK-I
among different sport modalities. Thus, the aim of this
study was to describe the epidemiological, clinical and
athletic profile of five sport modalities to verify the
prevalence of and associated factors for tendinopathies

and joint and muscle injuries in athletes.

Methods

Population and study design

The Human Ethics Committee of the Instituto Nacional
de Trawmatologia e Ortopedia Jamil Haddad approved
the study (protocol number 2.455.630/2017). A cross-
sectional study was conducted with Brazilian athletes
regarding the prevalence of and factors associated with
MSK-I. The inclusion criteria were Brazilian athletes
aged 18-45 years old who were symptomatic or asymp-
tomatic for any MSK-I. All MSK-I diagnoses were
confirmed by two blinded specialized orthopaedists. Ath-
letes with a history of MSK-I for reasons unrelated to
sports practice were excluded from the present study.
Six hundred and twenty-seven athletes from the follow-
ing sports were recruited between March and December
2018 at different sports training centres and competi-
tions: 225 rugby, 172 soccer, 86 combat sports, 82 hand-
ball and 62 water polo. The participants provided
written informed consent and answered a questionnaire
about their demographic, epidemiological, clinical and
sports profiles. All questionnaires were checked by an
expert researcher together with the athlete.

Page 2 of 9

Questionnaire

Brazilian athletes’ profiles and MSK-I history were
assessed using a self-reported questionnaire previously
validated by an expert panel, which was divided into
three sections regarding general, training and MSK-I-
specific information (Additional file 1). First, the athletes
reported general information that about their sociode-
mographic characteristics such as age, sex, skin colour,
level of schooling (middle school, high school or univer-
sity education), family income, and anthropometric
measures (height and body mass index - BMI). Skin
colour was reported according to the classification
scheme of the Brazilian official census (Instituto Brasi-
leiro de Geografia e Estatistica — IBGE), which employs
only a few pre-established colour categories based on
self-classification: white, intermediate, black, yellow or
indigenous [11]. Family income also was categorized ac-
cording to IBGE: A>20, B=10 to 20, C=5 to 10 or
D=2 to 5 minimum wages. In addition, clinical charac-
teristics such as nutritional monitoring (during sports
careers), smoking (cigarette, hand-rolled tobacco, pipe,
cigar or hookah), and alcohol consumption were ako in-
cluded as general information. Smoking was assessed as
the number of times per day [12]. Alcohol consumption
was assessed by the frequency of consumption per week
(low: =7 doses/week, moderate: 7 to 12 doses/week or
high: > 21 doses/week) [13]. However, in this study, the
athletes were categorized as “Yes” or “No” for smoking
or drinking alcohol, regardless of the types and frequen-
cies. The second section of the questionnaire was about
sports and training characteristics. The athletes detailed
the sport modality, their age at the beginning of com-
petitive practice, the years of training and the weekly
training hours. Finally, the third section of the question-
naire was regarding the MSK-I. The athletes detailed the
type, location, number of episodes and time withdrawn
from sports activities for injuries, according to Fuller
and colleagues [14]. Of all self-reported injuries, only
those with previous positive diagnoses by two blinded
specialized orthopaedists (physical exam and/or imaging)
were considered for this study.

Prevalence of MSK-|

The athletes reported a history of MSK-1 and described
the specific sites concerning muscle injuries (thorax,
shoulder, arm and forearm, hip, thigh [anterior/poster-
ior], leg [lateral/medial], calf, or others), joint injury or
tendinopathy (shoulder, elbow, hand, hip, knee, ankle or
others). The prevalence of MSK-I was calculated as the
total number of injured athletes divided by the total
number of athletes in each selected sport group, accord-
ing to the self-reported questionnaire and a positive
physical exam or imaging exam.
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Statistical analysis

The normally distribution of studied population was de-
termined by the Shapiro-Wilk test. Continuous variables
were reported as mean + standard deviation (SD), differ-
ences in these values between sports modalities were
tested by one-way analysis of variance (ANOVA). How-
ever, according to their distribution and dinical signifi-
cance, for the analysis, continuous variables (age, height
and age at the beginning of sport practice) were divided
into quartiles, while years of training and weekly training
hours were categorized into tertiles. Categorical data
were shown in proportions and differences among sports
using the Chi-squared (y2) statistic test or Fischer exact
test, when applicable.

Multivariable logistic regression analyses were per-
formed to identify possible confounding factors in the
associations between sociodemographic, clinical, and
athletic characteristics and joint and muscle injury or
tendinopathy, which was estimated by the odds ratio
(OR) with a 95% confidence interval (95% CI). Univari-
ate characteristics with a p-value less than 0.25 were in-
cluded in the multivariable logistic regression analysis.
The difference was statistically significant when p-value
was less than or equal to 0.05. All analyses were per-
formed using the IBM SPSS 20.0 Statistics for Windows
(SP55 Inc., Chicago. IL, USA).

Results
The athletes’ mean age was 247 + 57 years old, 374
(59.6%) were male, 334 (53.3%) had a university educa-
tion, and the mean BMI was 24.8 + 35 kg/m”. Four hun-
dred and seventy-eight athletes (76.2%) reported MSK-L,
and 89 (18.6%) athletes presented a history of multiple
injuries (Fig. 1a). The prevalence of injuries in all re-
cruited athletes was 55.0% (n=345) for joint injuries,
47.8% (n = 300) for muscle injuries and 30.3% (n = 190)
for tendinopathies. The Fig. 1b shows the prevalence of
MSK-I in athletes by sport group. Sociodemographic,
clinical and athletic characteristics categorized by sport
groups, in addition to injury types and locations, are
described in the Table 1.

Detailed descriptions of athletes’ sociodemographic,
clinical and athletic characteristics are shown by sport

group.

Rugby
Rugby athletes (age: 24.5 + 4.6 years old, height: 170 + 10

cm, BMI: 24.9 + 43 kg/m*) were mostly self-declared as
having white skin colour (54.7%, n=123), and 66.7%
(1 =150) had a university education, 88 (39.1%) D class
family income and 86 (38.2%) nutritional follow-up. Re-
garding the training time of athletes, the mean age at the
beginning of sport practice was 18.6 + 4.7 years, with the
years of practice in the sport being 5.6 + 4.4 years and

103

Page 3of 9

the training time being 9.9 + 5.7 h/week. Of the 225 ath-
letes, 170 (75.6%) reported a history of MSK-L The most
frequent injury types were joint (n = 137, 60.9%) and muscle
(n=96, 42.7%) (Fig. 1b). Five hundred and nine injuries
were identified in total, of which the shoulder and lower
extremities were the most affected locations (Table 1).

Soccer

Soccer athletes (age: 24.6 +6.9 years old, height: 180 +
20cm, BMI: 236 + 3.7 kg/m”) were mostly self-declared
as intermediate (35.5%, n=61) and white skin colour
(33.7%, n=58), and 117 (68.0%) had a high school de-
gree, 62 (36.0%) C class family income and 115 (66.9%)
nutritional monitoring. The training exposure of athletes
showed that the mean age at the beginning of sport
practice was 8.4 + 3.5 years, with more practice time in
the sport (13.9+6.1years) and weekly training hours
(140 + 7.0 h). One hundred thirty-four (77.9%) athletes
had a history of MSK-1. Muscle and joint injuries were the
most reported injuries in this sport (i = 85, 49.4% and n =
83, 483, respectively) (Fig. 1b). The main locations of
muscle injury were the posterior and anterior thigh mus-
cles (41.7 and 35.7%, respectively), while joint injury and
tendinopathy were more frequent in the knee (Table 1).

Combat sports

The combat sports group comprised athletes from judo
(n =48, 55.8%), Brazilian jiu-jitsu (n =18, 20.9%), kick-
boxing (n =8, 9.4%), MMA (n=7, 8.1%) and wrestling
(n=5,5.8%), with an age mean of 25.5 + 6.6 years, height
of 170 £ 10 cm and BMI of 25.8 + 4.1 kg/m”. The major-
ity of athletes self-declared an intermediate skin colour
(n=34, 395%), had a university education (n =54,
62.8%), had C or D class family income (n =70, 81.4%)
and had nutritional follow-up (# =68, 79.1%). The mean
age at the beginning of sport practice was 107 £59
years; thus, the training time of the athletes was
14.0 £6.9 years, with a mean weekly training duration
of 16.1 +7.4h. Among the reported MSK-I, joint in-
jury was most prevalent (n=66, 76.7%) in athletes
(Fig. 1b), mainly in the knee and shoulder (Table 1).

Handball

The mean age of handball athletes was 25.2 + 5.3 years,
the mean height was 180 + 10 em, and the mean BMI was
24.1 + 3.6 kg/m”. Forty-eight athletes reported skin colour
according to self-perception, of which 23 (47.9%) athletes
were self-classified as intermediate. In addition, 53 (64.6%)
had a university education, 44 (53.7%) had D class family
income, and 31 (37.8%) had nutritional monitoring. The
athletes reported that they started practicing the sport ap-
proximately 12.8 +4.0years old; thus, training exposure
characteristics showed that the mean time for participat-
ing in the sport was 11.9 + 5.4 years, and the training time
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was 10.9 £ 57 h/week. Muscle injury was more prevalent
(=55, 67.1%) in this sport modality (Fig. 1b). The most
affected locations were the ankle and knee for joint injur-
ies, the posterior thigh for muscle injuries and the knee
and shoulder for tendinopathy (Table 1).

Water polo
Athletes (age: 23.4 +5.1 years old, height 180+ 10cm,
BMIL 254 +37kg/m*) were mostly self-declared as

having white skin colour (59.7%, n = 37), 38 (61.3%) had
a university education, 52 (83.9%) had B and D class
family income, and 36 (58.1%) performed nutritional
follow-up. The training exposure characteristics show
that these athletes started participating in sports ap-
proximately 11.8 + 2.7 years old, had 11.5+ 6.1 years of
practice in the sport and approximately 15.3 + 7.3 train-
ing hours/week. Thirty-two (51.6%) athletes reported a
history of tendinopathy; the shoulder (65.8%) was the



105

Goes et al BMC Musculoskeletal Disorders (2020) 21:122 Page 50f 9
Table 1 Socio-demographic, clinical, sport, training characteristics and injuries locations by sport group
Variables Rughby Soccer Combat Handball Water polo P-value®
n=225 n=172 n=_86 n=a2 n=62
n (%)
Age (years)
<20 28 (124) 58 (337) 15 (17.4) 12 (148) 20(323) < 0.001
20to 24 96 (42.8) 47 (273) 32373 27 (329) 20(323)
25t0 29 64 (28.4) 33 (192) 22 (25.6) 22 (26.8) 12(19.3)
=30 37 (164) 34 (198) 17 (19.8) 21 (257) 10 (16.1)
Sex
Female 160 (71.1) 0 (00 19 (22.1) 48 (585) 26 (41.9) < 0.001
Male 65 (289) 172 (100.0) &7 (77.9) 34 #5) 36 (58.1)
Height (centimeters)
< 165 B9 (39.6) 5(29 16 (18.6) 7 (8.5) 9(145) < 0.001
165 to 174 72 (320) 45 (262) 36 (41.9) 35 (42.7) 17 (274)
175 t0 184 49 (21.8) 72 (419) 25 (29.0) 21 (256) 15 (2432)
=185 15 (6.6) 50 (291) 9(105) 19(232) 21 (339
Alcohol consumption®
No 66 (29.3) 95 (552) 50 (58.8) 32 (400) 15 (2432) < 0.001
Yes 159 (70.7) 77 (448) 35 (41.2) 48 (60.0) 47 (75.8)
Smoking®
No 198 (88.0) 166 (96.5) 85 (98.8) 77 (95.1) 59 (95.2) 0.002
Yes 27 (120 6 (3.5) 10113 4 (4.9) 348
Age at the beginning of sport practice (years)
Otod 3(13) 109 (63.3) 35 (40.7) B (9.8) 9(145) < 0.001
9to13 23 (103 43 (250) 23 (26.8) 43 (524) 34 (549
14t0 18 B4 (374 20(118) 21 (24.4) 27 (329) 19 (30.6)
=18 115 (51.1) 0 (00 7(8.1) 449 0 (00
Years of training
Oto5s 131 (582) B (47) 9(105) 12 (14.7) B8(129) < 0.001
6to10 71 (31.6) 44 (255) 19 (22.1) 22 (268) 29 (46.8)
=10 23 (103 120 (65.8) 58 (67.4) 48 (585) 25 (40.3)
Weekly training hours
Oto7 B7 (387) 23 (134) 15 (17.4) 23 (28.1) 9(145) < 0.001
8to14 104 (462) 83 (483) 16 (18.6) 38 (463) 13 (21.0)
15to0 21 25 (11.1) 44 (2586) 33 (384) 17 (20.7) 30 (484)
>21 9{4.0) 22 (128) 22 (25.6) 449 10 (16.1)
Joint injury 233 (100.0) 100 (100.0) 158 (1000) 36 (100.0) 51 (1000) < 0.001
Hand 43 (184) 3(30 24 (15.3) 1(28) B (157)
Elbow 11 (4.7 0 (00 22 (139) 4(11.1) B (157)
Shoulder 58 (24.9) 15 (150) 34 (21.5) 7(19.5) 16 (31.4)
Knee 44 (189) 45 (450) 45 (28.5) 11 (305) 12 (235)
Ankle 72 (309) 34 (340) 27 (17.1) 12 (333) 3(59
Hip 5(232) 3(30 6(38) 1(28) 4(78)
Muscle injury 192 (100.0) 115 (100.0) 87 (1000) 101 (100.0) 43 (1000) < 0.001
Thoracic 12 (62 1(09) B(53) 3(30 2 (48)
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Table 1 Socio-demographic, clinical, sport, training characteristics and injuries locations by sport group (Continued)
Variables Rughby Soccer Combat Handball Water polo P-value®

n=225 n=172 n=286 n=282 n=62
n (%)

Forearm and arm 7(88) 1(09) 8(92) 989 8(187)

Shoulder 330173 3(26) 19 (21.8) 6 (158) 20 (46.5)

Anterior thigh 27 (14.0) 41 (357) 10(11.5) 6 (158) 2 (48)

Posterior thigh 2 (21.9) 48 (417) 15(17.3) 8 (278) 2 (48)

Lateral/medial leg B (9.4) 2(1.7) 6(69) 1(109) 0(00)

Calf 26 (13.5) 15 (130) 10(11.5) 7 (69 2 (48)

Hip 4(7.3) 3 (26) 7(80) 5 (5.0) 7(164)

Others 3(16) 1(05) 4(46) 6 (5.9) 000
Tendinopathy 84 (1000) 51 (100.0) 30 (1000) 21 (100.0) 38 (1000) < 0.001

Hand 9(10.7) 3 (5.9) 9 (300) 2 (9.5) 1(26)

Elbow 0(00) 0 (0.0) 3(100) 2(95) 7(184)

Shoulder 23 (274 9 (178 9 (300) 7(333) 25 (65.8)

Knee 30 (35.7) 30 (589) 3(100) 9 (42.9) 4(106)

Ankle 18 (21.4) 9 (178 4(133) 0 (0.0 1(26)

Others 4(48) 0 (0.0) 2(67) 148 0 (0.0)

*P-value <0.05 was obtained through the Chi-squared Test (Pearson p-value). * Information were obtained from 85 combat athletes and 80 handball athletes. ©

Information were obtained 81 handball athletes

most affected site (Table 1) and water polo sport with a
higher prevalence of this injury (Fig. 1b).

The Table 2 shows the multivariate logistic regression
model used to identify the factors associated with tendi-
nopathy and joint and muscle injuries regardless of sport

group.

Discussion

High prevalence of and risks associated with MSK-I have
been gaining attention in sports medicine due to the
negative impact on health and athletic performance [8].
Some sports leagues have proposed a definition for
MSK-I that as a medically diagnosed physical complaint
sustained while undertaking competition or training that
has been accepted by some sports unions [14, 15]. In the
present study, there was a high prevalence of MSK-I
(76%) among Brazilian rugby, soccer, combat, handball
and water polo athletes, and 19% reported a history of
tendinopathy and joint and muscle injuries in combin-
ation. Our result is in agreement with that of Gracas and
colleagues, who observed a prevalence of 82.6% of MSK-
I in Brazilian jiu-jitsu athletes [16]. In addition, 65% of
first division soccer athletes showed some MSK-I type
during the season [17], and 58% of university athletes
from fifteen different sports had at least one injury at
the end of the sports season [18]. The accumulation of
MSK-I makes athletes less tolerant of hard training and
therefore less likely to achieve higher goals, in addition
to the serious problems they present for sports medical
teams [19]. MSK-Is also generate high economic costs

due to performance loss and diagnosis and treatment of
the injuries, affecting the athlete and the sports team [20].

The prevalence/incidence of types and locations,
causes, and characteristics of MSK-Is varies according to
sport modality [8, 21, 22]. In the present study, there
were significant differences in the prevalence of the type
and location of tendinopathy and joint and muscle injur-
ies according to sport groups. Rugby involves a high vol-
ume of running and cutting and turning movements
with high speed. It also involves serious direct trauma
causing severe joint injuries in the ankle, shoulder and
knee muscles or tendons [19, 23]. Due to this, in the
present study, we observed a high frequency of injury in
the ankles and shoulders of rugby athletes. Soccer is a
team sport with intense movements such as cutting,
jumping, fast running and ball kicking [20, 24]. Dénmez
and colleagues observed that posterior thigh muscle fa-
tigsue and patellar tendon overuse were the most com-
mon injuries in Turkish soccer athletes [21], which
corroborates the high frequency of posterior thigh
muscle injuries and knee tendinopathy in the present
study. Combat sports involve direct body contact with
an opponent through a strike, kick and/or throw, which
is reflected in the high frequency of joint injuries. For in-
stance, judo and wrestling athletes are more likely to
incur upper limb injuries due to the blows of pulls and
holding the opponent, while tackwondo athletes are
more susceptible to lower limb injuries because of kicks
[8, 25]. In the present study, joint injury was more
prevalent, mainly in the knee and shoulder, in combat
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Table 2 Associated factors with joint injury, muscle injury and tendinopathy from logistic regression model
Variables Control Joint injury OR adjusted® Muscle injury OR adjusted® Tendinopathy OR adjusted”
n=141 n=345 (C1 95%) n =300 (C1 95%) n =190 (C1 95%)
r (%) n (%) n (9%6)
Age (years)
<20 50 (355) 48 (13.9) 1@ 7 (15.7) 1@ 8(14.7) 1@
20to 24 52 (36.9) 120 (34.8) 239 (1.42-4.02) 1(30.3) 1.95 (1.14-333) 1(32.1) 211 (1.14-3.92)
25to 29 24 (17.0) 98 (28.4) 408 (221-751) 3(27.7) 3.60 (1.94-6.69) 7 (30.0) 402 (2.02-8.01)
=30 15 (106) 79 (22.9) 5.22 (255-1067) 9 (26.3) 4.95 (2.42-10.09) 4(232) 4.14 (1.85-9.26)
Sex
Fermnale 57 (404) 147 (426) 1 118 (39.3) 1 82 (43.2) 1
Male 84 (596) 198 (574) 0.98 (0.62-1.53) 182 (60.7) 1.02 (0.64-1.63) 108 (56.8) 0.80 (0.47-1.35)
Height (centimeters)
<165 (234) 75 (21.7) 1@ 51(17.0) 1@ 36 (19.0) 1@
165 to 174 45 (319) 118 (34.2) 1.12 (063-2.02) 91 (30.3) 1.13 (0.60-211) 66 (34.7) 1.08 (0.55-2.13)
175 to 184 (24.1) 99 (28.7) 1.28 (0.70-2.34) 103 (34.3) 1.78 (0.93-334) 57 (30.0) 1.29 (0.64-2.60)
=185 9 (206) 53 (15.4) 0.84 (043-1.63) 55 (18.4) 1.19 (0.59-2.41) 31(163) 0.79 (0.37-1.73)
Alcohol consumption®
No 60 (426) 137 (398) 19 110 (37.0) 19 60 (31.9) 19
Yes 81 (574) 207 (60.2) 0.97 (0.62-1.50) 187 (63.0) 1.05 (0.68-1.65) 128 (68.1) 1.30 (0.79-2.15)
Smoking’
No 134 (950) 317 (922) 19 275 (92.0) 19 173 (91.1) 19
Yes 7 (5.0) 27 (7.8) 142 (0.57-3.53) 24 (80) 1.39 (0.54-3.56) 17 (89) 1.91 (0.72-5.07)
Sport group
Rugby 55 (39.0) 137 (39.7) 19 6 (32.0) 19 71(374) 19
Soccer 38 (270) 83 (24.1) 0.70 (0.36-1.39) 5(28.3) 1.03 (0.52-2.05) 7 (24.7) 0.70 (0.31-1.60)
Combat 4(99) 66 (19.1) 1.33 (0.60-2.93) 0(13.4) 1.18 (0.50-2.76) 22 (11.6) 0.74 (0.28-1.95)
Handball 3(9.2) 29 (8.4) 56 (0.24-1.31) 5(183) 1.73 (0.78-3.82) 18 (95) 051 (0.19-1.35)
Water polo 21 (149) 30 (8.7) 045 (0.21-0.96) 4 (80) 0.59 (0.27-1.31) 32 (16.8) 0.77 (0.33-1.79)
Years of training
0tos 47 (333) 85 (24.6) 1 62 (20.7) 1 40 (21.1) 1
61010 46 (326) 101 (293) 1.13 (0.65-1.96) 81 (27.0) 1.15 (0.64-2.06) 55 (28.9) 1.39 (0.72-2.67)
>10 48 (34.1) 159 (46.1) 1.27 (0.71-2.26) 157 (52.3) 1.56 (0.87-2.81) 95 (50.0) 1.65 (0.85-3.21)
Weekly training hours
0to7 2 (298) 88 (25.5) 1@ 68 (22.7) 1@ 4(23.1) 1@
8to 14 55 (39.0) 131 (380) 1.03 (0.60-1.76) 125 (416) 1.21 (0.69-2.10) 8 (35.8) 0.98 (0.53-1.83)
15t0 21 2(227) 82 (23.8) 1.19 (0.63-2.24) 69 (23.0) 1.17 (0.61-2.23) 2(27.4) 1.48 (0.73-3.00)
»21 12 (8.5) 44 (12.7) 1.59 (0.71-3.60) 38 (12.7) 1.63 (0.72-3.70) 26 (13.7) 1.67 (0.68-4.10)

OR is Odds ratio, (1 is confidence interval. *OR adjusted by Age, Sport group, Years of training and Weekly training hours. "OR adjusted by Age, Height, Smoking,
Sport group and Years of training. “OR adjusted by Age, Drinking alcohol, Smoking, Sport group, Years of training and Weekly training hours. “Reference value.

“Information were obtained from 344 athletes from joint injury group, 297 athletes from muscle injury group and 188 athletes from tendinopathy group.
‘Information were obtained from 344 athletes from Jjoint injury group and 299 athletes from muscle injury group

athletes. Handball is a high-intensity sport, invalving
interaction with opponents and performing different
intense body movements, such as overhead throwing
[26, 27]. The prevalence of injuries in the ankle and knee
joint and posterior thigh muscle found in our study can
be explained by the dynamics of spin acceleration and

jumping and landing tasks with only one foot [26, 28].
Water polo is a team and contact sport with dynamic
movements without the contribution of a solid base of
support, which may cause micro-tears of the musculo-
skeletal structures, mainly the shoulder tendon, due to
repetitive throwing movements [29-31]. In the present
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study, the prevalence of shoulder tendinopathy was in
agreement with that observed by Hams and colleagues
in Australian water polo athletes [29].

According to sports modality, multiple factors can be
associated with the prevalence of injuries in athletes [1,
8, 22]. Despite the differences in dynamics, logic, mecha-
nisms, goals and training style of various sports, studies
have been shown non-modifiable and modifiable risks
associated with the prevalence of types and locations of
MSK-I in athletes [1, 23, 30]. In the present study, only
advanced age was a non-modifiable factor associated
with MSK-I, regardless of the sport group. Self-reported
musculoskeletal injury prevalence, depending on the
study design factors and the age of the study population,
varies from 2 to 65%. Age-adjusted logistic regression
analyses have shown that athletes who train more than
2 h per day are 2 to 3.5 times more likely to develop an
MSK-I, mainly in sports involving overuse or repetitive
movements [32]. In addition, this result is in consonance
with a Brazilian study, which observed a higher occur-
rence of MSK-I in jiu-jitsu athletes aged 30 years or
more [16], and with the study of Snodgrass and col-
leagues, in which age was associated with muscle-tendon
injury history in the neck in Australian rugby union
players [33]. This can support further analytical studies
by creating surveillance programmes to increase the
career duration of athletes.

The risk of recall bias in self-report questionnaires and
the lack of information regarding life habits are limitations
of our study. In addition, this is a cross-sectional study
and does not allow us to distinguish whether the exposure
came before or after the observed outcome. However, a
strength of our study is the relevant sample size and qual-
ity of questionnaire answers due to the high frequency of
university education among the athletes. In addition, at
the end of data collection, a trained observer checked the
questionnaire with each athlete, and the database was
double-checked by different trained researchers.

Conclusion

There is a high prevalence of tendinopathy and joint and
muscle injuries among Brazilian rugby, soccer, combat
sports, handball and water polo athletes. The MSK-I
(type and site) prevalence was significantly different
among the five sports groups. Older age was associated
with tendinopathy and joint and muscle injuries regard-
less of the sport group, with an approximate 4-5-fold
increased risk for athletes =30 years of age. Modifiable or
non-modifiable associated factors can encouraging
analytical studies on injury surveillance with evident
information on the type, location and severity of injur-
ies among sports. Together, this information can con-
tribute to implementing surveillance programmes to
prevent MSK-Is.
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Instrumento de coleta do projeto “Caracterizaciao de polimorfismos em
genes envolvidos com o desenvolvimento de lesBes musculoesqueléticas
em atletas”

Data da aplicagao: / / ID°

Amostra Bioldgica: ( ) Saliva ( ) Sangue

Nome:

Cidade que reside:

Telefone: E-mail:
Sexo: ()M ()F Data de Nascimento: / / Idade:  anos
Peso: kg Altura: m
Cor da pele segundo IBGE: ( ) Branca () Parda () Preta
( ) Amarela ( ) Indigena ( ) Outros

Nivel de escolaridade: ( ) Fundamental () Médio () Superior

Renda familiar sequndo IBGE: ()A ()B ()C ()D

Classe Salarios minimos Renda familiar (R$)

A Acima 20 R$ 15.760,01 ou mais

B 10a20 De R$ 7.880,01 a R$ 15.760,00

C 4al0 De R$ 3.152,01 a R$ 7.880,00

D 2a4 De R$ 1.576,01 a R$ 3.152,00
Faz uso de bebida alcodlica? ( ) Ndo ( ) Sim, tempo anos

Qual a frequéncia do uso de bebida alcodlica? ( ) Baixa ( ) Moderada () Alta

Vocé fuma? ( ) Ndo () Sim, tempo anos
e Numero de cigarros? por () dia/( ) semana
e Cigarros enrolados a méo por ( ) dia/ ( ) semana
o Cigarro de cravo (kreteks) por () dia/( ) semana
e Cachimbos por () dia/( ) semana
e Charutos ou cigarrilha por ( ) dia/( ) semana
e Numero de sessdes de cachimbos d’agua/narguilé? por () dia/ () semana
e Outros? Qual? por ( ) dia/( ) semana
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CARACTERISTICAS DOATLETA: ( )Atleta () Ex-atleta

Nivel competitivo: ( ) Federado / Profissional () N&o-federado
( ) Universitario / Escolar ( ) Recreacional

Membro Dominante: ( ) Direito () Esquerdo () Ambos

Esporte praticado:

Posicéo/funcéo no esporte:

Idade iniciou a prética desse esporte? anos. Anos de treino:

Local de Treino: ( ) Praia ( ) Quadra ( ) Grama ( ) Outros
Tipo de piso: ( ) Rigido () Flexivel () Areia ( ) Outros

O treinamento no esporte é (era) preparado por quem?

() Professor de educacao fisica ( ) Jogador profissional ( ) Outros

Faz ou fez acompanhamento nutricional? ( ) Ndo ( ) Sim
Realiza aquecimento prévio antes dos treinamentos ou jogos? ( ) Ndo ( ) Sim
Quantas horas por semana realiza atividade fisica (treinos, corrida, academia)? horas.

Sente dor nos musculos apds atividade fisica? ( ) Ndo ( ) Sim, local

Faz uso de algum medicamento continuo? ( ) Ndo ( ) Sim, quais

Possui alguma doenca autoimune? ( ) Ndo ( ) Sim, qual

HISTORICO DE LESAO NO SISTEMA MUSCULOESQUELETICO (musculo,

articulacdo, tenddo ou ligamento) ( ) Nao ( ) Sim

1. LESAO MUSCULAR TRAUMATICA ( )N&o () Sim

Qual tipo de lesdo muscular traumatica? ( ) Contusdo ( ) Estiramento

() Laceragéo / Ruptura muscular (') Outros, qual

Numero de lesdo muscular traumatica: ( )Até3 ( )4a9 ()10al5 ()>15

Local da lesdo muscular traumética: Musculos Membros Superiores: ( ) Nd&o () Sim

( ) Brago anterior (Biceps) ( ) Brago posterior (Triceps) ( ) Antebraco anterior

() Antebraco posterior ( ) Ombro (Manguito rotador) ( ) Abdomen
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Musculos Membros inferiores: ( ) Ndo ( ) Sim

() coxa anterior (quadriceps) ( ) coxa posterior (biceps, semitendineo, semimembranoso)
() perna anterior (tibial anterior) ( ) perna posterior - panturrilha (gastrocnémio, solear)

() perna medial (tibial posterior) ( ) perna lateral (fibulares)

() quadril anterior (psoas) ( ) quadril lateral (gliteo médio, minimo)

(') quadril posterior (gluteo méaximo)

Idade da primeira lesdo muscular traumatica: anos

Teve diagndstico da lesdo muscular traumatica: ( ) Ndo () Sim

Diagnostico médico da lesdo muscular traumatica:

() exame de imagem (ultrassonografia, ressonancia magnética, raio X)

Ficou afastado de treinamentos e/ou jogos devido a lesdo muscular traumatica: () Ndo () Sim

Tempo de afastamento devido a lesdo muscular traumatica: dias

Método para tratamento da lesdo _muscular traumdtica: ( )Repouso ( ) Imobilizacdo ( )

Fisioterapia

() Medicacéo. Qual?
() Cirurgia. Qual?
() outros

2. TENDINOPATIA ( )Nao () Sim (tendinite)

Local da tendinopatia: ( ) Ombro ( ) Joelho ( ) Calcéneo ( ) Outros

Sente dor no tenddo que tem tendinopatia? ( ) N&o () Sim

Ficou afastado de treinamentos e/ou jogos devido a tendinopatia: ( ) Ndo ( ) Sim
Tempo de afastamento devido a tendinopatia: dias
Numero de episddios de lesdo no tenddo: ( )Até3 ( )4a9 ()10al1l5 ()>15
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Método para tratamento da tendinopatia: ( ) Repouso ( ) Imobilizagéo ( ) Fisioterapia
() Medicagéo. Qual?
() Cirurgia. Qual?
() outros

Diagnostico médico da tendinopatia:

() exame de imagem (ultrassonografia, ressonancia magnética, raio X).

3. LESAO NO LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR (LCA): ( ) Ndo ( ) Sim

Quantas vezes teve lesdo no LCA do mesmo joelho? ( )1 () 2 ou mais
Se lesionou quando estava: ( ) Treinando () Competindo
Alesdo no LCA foi: () trauméatica ( ) sem contato

Ja operou o joelho para Reconstrugdo do LCA? ( ) Né&o () Sim . Quantas vezes?

Se ja operou o LCA, qual enxerto foi utilizado? ( ) Flexor (Semitendéo e Gracil) () Patelar
() Banco de Tecidos ( ) Outros
Ficou afastado de treinamentos e/ou jogos devido a lesdo do LCA: ( ) Ndo () Sim

Tempo de afastamento devido a lesdo do LCA ou a cirurgia?: meses

Se ndo operou 0 LCA, qual tratamento utilizado: ( ) Repouso ( ) Imobilizacdo ( ) Fisioterapia
() Medicagdo. Qual?

() outros

4. LESAO EM ARTICULACAOQ: ( ) Ndo () Sim (leséo)
Articulac6es: ( ) ombro ( ) cotovelo () punho ()méo () quadril () joelho

( )tornozelo () pé ( ) outros

Sente dor na articulacéo lesionada? ( ) Ndo ( ) Sim

Ficou afastado de treinamentos e/ou jogos devido a lesdo na articulacdo: ( ) Ndo ( ) Sim

Tempo de afastamento devido a lesdo na articulacéo: dias
Numero de lesdes na articulacdo: ( )Até3 ()4a9 ()10al5 ()>15

Método para tratamento da lesdo na articulacdo: ( ) Repouso ( ) Imobilizacéo ( ) Fisioterapia
() Medicagéo. Qual?
() Cirurgia. Qual?




ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

MINISTERIO DA SAUDE

{19  SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE

~ INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(De acordo com as normas da Resolucao do CNS n2 466 de 12/12/2012)

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa Caracterizacdao de
polimorfismos em genes envolvidos com o desenvolvimento de lesdes
atraumaticas em atletas. Vocé foi selecionado por ser um atleta ou ex-atleta, de
competicdo, com histérico de lesdes atraumaticas relacionadas a pratica do esporte e
sua participagdo nao € obrigatéria. A qualquer momento vocé pode desistir de
participar e retirar seu consentimento. Sua recusa né@o trara nenhum prejuizo em sua
relacdo com o pesquisador ou com a instituicao.

Os objetivos deste estudo sdo avaliar a influéncias de polimorfismos genéticos em
genes selecionados envolvidos com o desenvolvimento de lesdes atraumaticas
relacionadas a pratica do esporte.

Sua participagdo nesta pesquisa consistira em responder ao Questionario Demografico
e Clinico, que visa a obtengdo de dados pessoais de identificagdo e informagdes
demograficas e fornecer uma amostra de células da mucosa oral que seré@o coletadas
com o auxilio de um cotonete estéril (swab) ou uma amostra de sangue coletada com
material totalmente descartavel.

Os riscos relacionados com sua participagdo nao irdo interferir no resultado do
tratamento ou acompanhamento que vocé esta realizando no INTO. Todas as etapas
do ser acompanhamento no INTO serdo as mesmas com ou sem a sua participagéo na
pesquisa. Nao ha risco adicional se vocé participar desta pesquisa.

O beneficio relacionado com a sua participagdo € que no futuro podera ajudar a
melhorar o diagndstico e/ou tratamento de outros atletas com lesdes relacionadas a
pratica do esporte.

As informacdes obtidas com a realizagdo dessa pesquisa serdo confidenciais e
asseguramos o sigilo sobre sua participagdo. Os dados da pesquisa serado divulgados
de forma a nao possibilitar sua identificagdo. O seu nome nao sera revelado ainda que
informacdes do registro médico sejam utilizadas para propdsitos educativos ou de
publicagéo. Os resultados quando forem divulgados serdo identificados com siglas que
nao permitirdo conhecer a sua identidade.

Este Termo foi redigido em trés vias, sendo uma para o participante, outra para o
pesquisador e uma para ser anexada ao prontuario do participante, onde consta o
telefone e o enderego do pesquisador principal e do Comité de Etica em Pesquisa —
CEP. Vocé podera esclarecer suas dlvidas sobre o projeto e sua participagdo, agora
ou a qualquer momento através dos numeros dos telefones ou enderegco de e-mail
disponivel neste Termo.

Rio de Janeiro, de de

Folha 1de2
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— MINISTERIO DA SAUDE
INJO  SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
s oo INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

Em caso de duvida quanto a condugéo ética do estudo, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa do INTO/MS.

Enderecgo: Avenida Brasil n? 500, 92 andar — sala n® 4 — Sdo Cristévao — Rio de Janeiro — RJ
CEP: 20940-070 Tel.: (21) 2134-5000/(21) 2134-5061 e-mail: cep.into@into.saude.gov.br

Declaro que entendi os objetivos e condigbes de minha participagcdo na pesquisa e
concordo em participar.

Participante da pesquisa:

Assinatura do participante da pesquisa

Pesquisador responsavel pela aplicacao do termo:
() Jamila Alessandra Perini Machado, PhD, Pesquisadora
() Rodrigo Gées, Mestre, Pesquisador

()

Responsavel pela aplicacao do termo
Assinatura

Pesquisador responsavel:

Jamila Perini

Endereco: Avenida Brasil, 500, 5° andar
Telefone: 2134-5499

e-mail: japerini@ into.saude.gov.br

Assinatura do pesquisador responsavel

Rio de Janeiro, de de
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