UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULARE DO
DESENVOLVIMENTO

Kathleen Yasmin de Almeida

FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DOS POLIMORFISMOS ACTN3
R577XE ACE I/D ASSOCIADAS A POTENCIA E LESAO MUSCULAR EM
ATLETAS DE FUTEBOL PROFISSIONAL DO BRASIL

Florianopolis

2021



Kathleen Yasmin de Almeida

FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DOS POLIMORFISMOS ACTN3
R577XE ACE I/D ASSOCIADAS A POTENCIA E LESAO MUSCULAR EM
ATLETAS DE FUTEBOL PROFISSIONAL DO BRASIL

Dissertacdo submetida ao Programa de Pds-Graduacao
em Biologia Celular ¢ do Desenvolvimento da
Universidade Federal de Santa Catarina para a obtengdo
do titulo de mestre em Biologia Celular e do
Desenvolvimento.

Orientador: Prof.? Dr.? Andrea Rita Marrero

Florian6polis, SC
2021



Ficha de identificagdo da obra

Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragdo Automéatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

de Almeida, Kathleen Yasmin

Frequéncias Alélicas e Genotipicas dos Polimorfismos
ACTN3 R577X e ACE I/D associadas a Poténcia e Lesédo
Muscular em Atletas de Futebol Profissional do Brasil /

Kathleen Yasmin de Almeida ; orientadora, Andrea Rita
Marrero , 2021.

92 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa

Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pos
Graduacdo em Bioclogia Celular e do Desenvolvimento,
Floriantpolis, 2021.

Inclui referéncias.

1. Biologia Celular e do Desenvolvimento. 2. Genética.
3. Esporte. 4. Performance . 5. Futebol. I. , Andrea Rita
Marrero. II. Universidade Federal de Santa Catarina.
Programa de P&6s-Graduacdo em Biologia Celular e do
Desenvolvimento. III. Titulo.




Kathleen Yasmin de Almeida
Frequéncias Alélicas e Genotipicas dos Polimorfismos ACTN3 R577X e ACE I/D

associadas a Poténcia e Lesio Muscular em Atletas de Futebol Profissional do Brasil

O presente trabalho em nivel de mestrado foiavaliado e aprovado por banca

examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof. Aderbal Silva Aguiar Jr., Dr.

Universidade Federal de Santa Catarina

Prof.? Yara Costa Netto Muniz, Dr.?

Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Glauber Wagner, Dr.

Universidade Federal de Santa Catarina

Prof.2 Norma Machado da Silva, Dr.?

Universidade Federal de Santa Catarina

Certificamos que esta ¢ a versdo original e final do trabalho de conclusdao que foi

julgado adequado para obtencao do titulo de mestre em Biologia Celular e do Desenvolvimento.

Documento assinado digitalmente

Evelise Maria Nazari

Data: 27/09/2021 18:57:03-0300

CPF: 716.091.489-91

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Documento assinado digitalmente

Andrea Rita Marrero

Data: 27/09/2021 11:19:01-0300

CPF: 402.875.992-72

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof.2 Dr.2 Andrea Rita Marrero

Orientadora

Florianopolis, 2021



Mae e irma, sempre vocés.



AGRADECIMENTOS

Durante esse caminho fiquei com muito e tantos para agradecer, mas comego pelo
lugar que foi minha segunda casa por incriveis, arduos e inesqueciveis 7 anos. A Universidade
Federal de Santa Catarina, minha gratidao por todo esse tempo, por tudo que aprendi € quem
me formei. Por estar aqui e por todos os lugares que um diaalcancarei, agradego, pois foi porque
um dia me formei bidloga e mestre na UFSC. Foi gragas a universidade federal, publica e
gratuita.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeigoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001. Agradego pelo
apoio e pelas prorrogacdes excepcionais de prazo por conta da pandemia da COVID-19.
Agradego também aos membros dessa banca por todas as contribuigdes para a melhoria desse
trabalho.

Agradeco ao EPIGEN-Brasil, em especial ao Prof. Dr. Eduardo Tarazona-Santos da
Universidade Federal de Minas Gerais, Carolina Silva de Carvalho e Fernanda Kehdy, pela
atencao e gentileza em fornecer os dados da populacao controle.

Agradeco aos Clubes de futebol com os quais tive o prazer detrabalhar, pelas amostras
cedidas e por todo o suporte na coleta de dados: Avai Futebol Clube, Esporte Clube Juventude,
Figueirense Futebol Clube, e Parand Clube. Agradeco aos atletas participantes da pesquisa, €
toda a gentileza com que sempre fui recebida por todos, de atletas a comissdes técnicas. Ao
preparador fisico Marcos Galgaro, fisiologista Almir Schmitt, e em especial para o fisiologista
Pedro Augusto Mohr, pelo apoio e parceria.

Ao fisiologista Tiago Cetolin, obrigada por esses longos anos de parceria dentro da
pesquisa genética no esporte. Vocé € grande responsavel por eu ter entrado nessa aventura, pela
possibilidade de eu estar pesquisando nessa area que acho tao incrivel (e que sempre vai ser um
exemplo, pra mim, do quanto a vida pode ser imprevisivel, ja que nunca antes imaginei
pesquisar nesse meio). Quero te agradecer pelo apoio, pelas discussoes, pelos aprendizados,
pelas oportunidades, pelas conversas, por tudo! E j4 agradeco de antemao por tudo que ainda
esta por vir! Obrigada!

Ao Programa de Pos-Graduacdo em Biologia Celular e do Desenvolvimento, o lugar
em que orgulhosamente me torno mestre. O PPGBCD foi um lugar onde me senti acolhida e
verdadeiramente “vesti a camisa” do programa. Como Representante Discente, tenho certeza

que aprendi muito mais do que o que se prevé no curriculo, seja nas interminaveis (e, sem



duvidas, construtivas) reunides de colegiado, ao ser uma ponte entre meus colegas discentes e
a Coordenagdo, ao participar como presidente do Karyokinesis 2020 ou ao aprender qual seria
o meu papel como representante em meio a uma pandemia. Eu cresci, ¢ muito, ¢ o PPGBCD
vai ser sempre parte da minha historia. As coordenadoras Profa. Dra. Evelise Maria Nazari e
Profa. Dra. Yara Costa Netto Muniz, esse meu agradecimento se estende a vocés, obrigada
pelos aprendizados e continuem guiando, tdo firmemente, o PPGBCD #rumoao5.

Minha orientadora, Andrea Marrero. O que te dizer, agora que chegamos ao fim dessa
jornada? Vocé sabe o quanto sou grata por ter me recebido, anos atras, como sua (des)orientanda
(hahaha). Por tudo que aprendi em todos esses anos, pelo incentivo, pelas conversas, pela
preocupacao e pelos ensinamentos, obrigada por me orientar nessa jornada e ainda quero te dar
muito orgulho! Esse ciclo se encerra agora, mas nao tenho duvidas que sempre estaremos
ligadas. Obrigada por também ser uma amiga, pref Andrea.

Sou também muito grata a todos os professores que passaram pela minha formagao
dentrodo PPGBCD, foi um prazer e uma honra ter professores e pesquisadores tao inspiradores
durante a minha caminhada.

Dentre esses professores, eu gostaria de especialmente agradecer a professora Yara
Muniz, que ja me recebeu inimeras vezes em sua sala e mais infinitas vezes por mensagem.
Me auxiliou quando eu tive duvidas e problemas na bancada, me orientou de diversas formas e
me ouviu com anseios da vida.

Nesse sentido, também faco um agradecimento especial a professora Norma Machado,
que ndo s6 acompanhou meu trabalho desde que era um projeto de TCC no curso de Ciéncias
Biologicas (passando pela defesa de TCC, qualificacdo de mestrado e agora, finalmente, a
defesa de mestrado), como também me auxiliou quando tive dividas pontuais de analises de
dados. Professor Marcelo Farina, que nem chegou a ser formalmente meu professor em nenhum
momento da minha formagdo, mas que tdo gentilmente se reuniu comigo para ensinar a como
analisar meus dados... deixo aqui minha gigantesca gratidao.

Discentes do PPGBCD e, em especial, aos colegas de Representacdo Discente com
quem tive o prazer de trabalhar: Carla, Giulia, Janaina, Jodo, Julia, Luan e Thiago, obrigada
pelo prazer de dividir essa experi€ncia com vocés, obrigada pelo trabalho em equipe em um
periodo tdo adverso, triste e louco como o que vivemos!

Aos colegas de laboratorio: o LAPOGE ficou gigante e eu corro o perigo de ndo citar
todos os nomes, mas vocés sabem, cada um que ja& me fez companhia nos longos dias de

bancada: obrigada pelas risadas, pelas ajudas, pelas playlists para animar, pelos momentos de



choror6 da vida académica... por dividirem comigo essa experiéncia de nos tornarmos
cientistas. Deixo aqui também o meu agradecimento ao “meu IC”, Guilherme Christakis
Rodrigues, pelo auxilio na bancada. Espero que eu tenha, de alguma forma, te passado um
pouco do que sei e que vocé encontre o que realmente ama fazer.

Jodo Victor, meu companheiro de longa data. E claro que eu ndo deixaria de agradecer
a um dos meus maiores apoiadores desde dos meus 15 anos. Obrigada por me dar for¢a, &nimo,
apoio, por me ouvir quanto precisei, me dar os necessarios “chacoalhdes” da vida... obrigada
por tudo. E vocé sabe que sou sua maior torcedora, vai ser sempre assim. Amo-te.

Aos meus amigos Bruno, Duda, Math, que fizeram tanta falta nesse momento de
abragos impedidos. Obrigada por estarem do outro lado datela. Nao ter voc€s nos meus dias,
me mostrou ainda mais o quanto sdo importantes pra mim. Obrigada pra minha amiga Karina,
que me ouviu, me aconselhou, que esteve aqui (como sempre) mesmo a um mundo de distancia,
me deua mdo em um momento tdo dificil e um abrago que pude sentir mesmo através da tela.

Minha mae e irma, as pessoas que mais amo nesse mundo e sdo minha forga pra
continuar. Obrigada por me apoiarem nos meus sonhos € por também manterem meus pés no
chdo. Obrigada por me darem colo, por me ouvirem, por me aguentarem, por me cuidarem.
Mae, eu cheguei aqui, e foi gragas a voce.

Agradeco a Deus, por ter me mantido, me cuidado, por ndo me deixar nunca so.

A quem me deu motivos pra sorrir durante esse caos.



“JACK: Sim, mas vocé€ mesmo disse que um forte resfriado ndo era hereditariedade.

ALGERNON: Nao era, mas ouso dizer que agora é. A ciéncia esta sempre fazendo
melhoramentos espantosos nas coisas.”

Oscar Wilde, em A importancia de ser prudente.

“No fim das contas, os seres humanos ndo passam de portadores — vias — para os genes. Eles
avangcam montados em nos até nos exaurir, como seus cavalos de corrida, de geracdo a geragao.
Os genes ndo pensam no que constitui o bem e o mal. Nao se importam se estamos felizes ou
infelizes. Para eles, somos apenas meios para um fim. A Unica coisa em que pensam ¢ no que
¢ mais eficiente para eles.”

Haruki Murakami, em 1Q&4.



RESUMO

Os polimorfismos ACTN3 R577X (rs1815739) e ACE I/D (1s4646994) tém sido relacionados
com a performance esportiva em diversas modalidades,ondeos alelos R e D (de ACTN3 e ACE,
respectivamente) parecem conferir caracteristicas de forca e poténcia muscular, enquanto os
alelos X de ACTN3 e 1 de ACE conferem caracteristicas de resisténcia muscular. Estudos
anteriores também sugerem a associagdo desses polimorfismos com o risco de lesdo no esporte,
e as diferengas de influéncia dos polimorfismos tanto em performance como no risco de lesdo,
indicam a necessidade de estudos especificos dentro de populagdes e modalidades esportivas.
Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar as frequéncias genotipicas e alélicas dos
polimorfismos em atletas profissionais de futebol do Brasil, divididos em suas posi¢des taticas
e entre suas regioes geograficas brasileiras de origem, além de verificar a associagdo desses
polimorfismos com um indice de poténcia muscular (countermovement jumps - CMJ) e um
marcador bioquimico associado a lesao muscular, a creatinoquinase (CK). Foram amostrados
132 atletas profissionais pertencentes as séries A ¢ B do Campeonato Brasileiro, sendo
divididos entre atacantes (n = 30), zagueiros (n = 20), laterais (n = 19), meio-campistas (n = 46)
e goleiros (n =17 atleta). Através decoleta sanguinea, foi extraido DNA pelo método de Salting
out e os polimorfismos genotipados por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para ACE e
ACTN3 e Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restri¢do (RFLP) com enzima de
restricdo para ACTN3. Desses atletas, 48 foram avaliados pelo teste de CMJ e 68 tiveram
medicao de CK de 24 a 36h apos o jogo. Além disso, dados de populagdo controle foram obtidos
através deparceria com o grupo EPIGEN-Brasil, com valores de Menor Frequéncia Alélica (em
inglés, sigla MAF) e frequéncia de heterozigotos de 6487 individuos para o polimorfismo
ACTN3 R577X, subdivididos nas regides geograficas brasileiras: nordeste, sudeste e sul. Os
dadosobtidos foram analisados por ANOV A deduasvias e Teste Exato de Fisher. Os resultados
mostraram que os heterozigotos apresentam maior frequéncia em ambos os polimorfismos,
sendo 48% para ID de ACE e 45% para RX de ACTN3. Foi encontrada relagdo entre ACTN3 e
a performance em CMJ, dividindo-se entre as posigoes taticas (p = 0.02). Nao houve diferenga
significativa entre as frequéncias alélicas dos atletas e da populagao Controle, divididos por
regides brasileiras (Nordeste p = 0.29; Sudeste p = 0.16; Sul p = 0.23), e também entre as
frequéncias genotipicas dos polimorfismos dentro das posi¢des taticas, com p = 0.70 para
ACTN3 e p = 0.35 para ACE. O restante dos resultados obtidos em relacdo aos indices de
poténcia e de lesdo muscular indicaram ndo haver influéncia significativa dos diferentes
genotipos dos polimorfismos, com p>0.05. Os resultados apontaram para a associagdo dos
polimorfismos com o carater misto do futebol, onde tanto forga como resisténcia muscular sao
necessarios. Foi visto também que os niveis de CK dentro de cada posicdo tatica parecem ser
influenciados pelo gendtipo de ACTN3, mostrando a associacdo do polimorfismo com dano
muscular. Ainda que algumas associagdes ndo foram significativas, o estudo suporta a relacao
dos polimorfismos com o esporte na populagdo brasileira, sendo o primeiro a estudar a
combinag¢do entre os polimorfismos e indicativos de forga e lesio muscular em atletas de futebol
do Brasil.

Palavras-chave: Alfa-actina. Enzima conversora de angiotensina. Creatinoquinase. CMJ.



ABSTRACT

The ACTN3 R577X (rs1815739) and ACE I/D (1s4646994) polymorphisms have been related
to sports performance in several modalities, where the R and D alleles (of ACTN3 and ACE,
respectively) seems to confer characteristics of muscle strength and power, while the X allele
of ACTN3 and I allele of ACE are related to muscular endurance. Previous studies also
suggested the association of these polymorphisms with the risk of injury in sport, and the
differences in the influence of the polymorphisms on both performance and risk of injury,
indicate the need for specific studies within populations and sports modalities. Therefore, the
aim of the study was to evaluate the genotypic and allelic frequencies of both polymorphisms
in professional soccer athletes in Brazil, divided into their tactical positions and between their
Brazilian geographic regions of origin, in addition to verifying the association of these
polymorphisms with an index of muscle power (countermovement jumps - CMJ) and a
biochemical marker associated with muscle injury, the creatine kinase (CK). 132 professional
athletes belonging to first and second division of the Brazilian Championship were sampled,
being divided between attackers (n = 30), defenders (n = 20), full-backs (n = 19), midfielders
(n =46) and goalkeepers (n =17). Through blood collection, DNA was extracted by the Salting
out method and the polymorphisms genotyped by Polymerase Chain Reaction (PCR) for ACE
and ACTN3 and Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) with restriction enzyme
for ACTN3. Of these athletes, 48 were evaluated by the CMJ test and 68 had CK measurement
from 24 to 36h after the game. In addition, control population data were obtained through a
partnership with the EPIGEN-Brazil group, with Minor Frequency Allele (MAF) values and
heterozygous frequency of 6487 individuals for the ACTN3 R577X polymorphism, subdivided
into Brazilian geographic regions: northeast, southeast and south. The data obtained were
analyzed by two-way ANOVA and Fisher's Exact Test. The results showed that heterozygotes
were more frequent in both polymorphisms, being 48% for ACE ID and 45% for ACTN3 RX.
A relationship was found between ACTN3 and performance in CMJ, dividing betw een tactical
positions (p = 0.02). There was no significant difference between the allelic frequencies of the
athletes and the Control population, divided by Brazilian regions (Northeast p =0.29; Southeast
p = 0.16; South p = 0.23), and also between the genotypic frequencies of the polymorphisms
within the tactical positions, with p=0.70 for ACTN3 and p = 0.35 for ACE. The others results
obtained in relation to power and muscle injury indices indicated that there was no significant
influence of the different genotypes of the polymorphisms, with p>0.05. The results pointed to
the association of polymorphisms with the mixed character of soccer, where both strength and
muscular endurance are necessary. It was also seen that the CK levels within each tactical
position seem to be influenced by the ACTN3 genotype, showing the association of the
polymorphism withmuscle damage. Although some associations were not significant, the study
supports the relationship of polymorphisms with sport in the Brazilian population, being the
first to study the combination between polymorphisms and indicators of muscle strength and
injury in Brazilian soccer athletes.

Keywords: Alpha-actin. Angiotensin-converting enzyme. Creatine kinase. CMJ.
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1 INTRODUCAO

O futebol € o esporte mais popular do mundo, sendo jogado por homens e mulheres de
todas as idades (STOLEN et al., 2005). Com grande publico, o esporte conquista novos fas a
cada ano, exemplificado pela Copa do Mundo de 1998 que atraiu uma incrivel audiéncia de
quase 40 bilhdes de expectadores na televisdo (REILLY, BANGSBO, FRANKS, 2000), um
numero que foi superado substancialmente a cada novo evento que, em sua ultima edigao,
chegou a 3.572 bilhdes de expectadores, o que corresponde a metade da populagdo mundial
assistindo a um evento esportivo (FIFA, 2018).

Segundo o projeto “Big Count FIFA”, levantamento realizado pela Federacao
Internacional de Futebol (FIFA), foram contabilizados 265 milhdes de jogadores de futebol em
todo o mundo no ano de 2007. Nesse levantamento, o Brasil apareceu como a quinta
Confederagdo com maior nimero de jogadores, com mais de 13 mil atletas. Dados mais
atualizados da Confederacdo Brasileira de Futebol indicam mais de 22 mil jogadores
profissionais em atividade em 2018 (CBF, 2019a).

Um relatorio encomendado pelo mesmo 6rgao fezum estudo detalhado sobre a cadeia
produtiva do futebol na economia nacional, identificando sua interagdo entre diversos pilares
da industria e economia, e concluiu que o futebol representa, direta ou indiretamente, 0.72% do
Produto Interno Bruto (PIB) nacional, um valor totalde R$ 52.9 bilhdes em 2018 (CBF, 2019b).

Sendo assim, além do aspecto cultural evidenciado no Brasil — sendo inclusive
representacdo da identidade brasileira - o futebol se mostra também relevante como negdcio,
fazendo parte de um importante setor produtivo da economia brasileira, o que evidencia a
relevancia do esporte e, por consequéncia, o estudo do seu aperfeicoamento competitivo.
Futebol, assim como outros esportes, ndo ¢ uma ciéncia, mas a ciéncia pode ajudar no

melhoramento do esporte (STOLEN et al., 2005).

1.1 SOBRE O FUTEBOL

A pesquisa em futebol tem apontado que qualidades fisicas como capacidades aerdbica

e anaerdbica, forca muscular, entre outros, sdo fatores determinantes para o rendimento do
esporte (EKBLON, 1986; RAMPININI et al., 2007).

No futebol encontram-se diferentes necessidades fisiologicas e cinesiologicas que

dependem das posicoes taticas (STOLEN et al., 2005). Atletas de meio-campo, por exemplo,
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precisam percorrer uma maior distancia total durante o jogo do que posicdes como
a de atacante, que se destacam pela velocidade e poténcia muscular (DELLAL et al., 2011).
Outras caracteristicas, como poténcia aerébica (VO2 méax. — volume maximo de oxigénio),
também se mostram diferentes e possivelmente determinantes para uma boa performance nas
respectivas posicoes taticas do esporte (DELLAL et al., 2011).

Em uma partida usual de 90 minutos, a média de distancia percorrida por um
jogador estd entre 8000 e 12000 metros (SANTIAGO et al, 2008), sendo que o
movimento se distribui em: 17% do tempo parado, 40% andando, 35% do tempo total
com o atleta em corrida de baixa intensidade e as corridas de alta intensidade
correspondem a 8% do tempo total (neste, inclui-se corrida em velocidade moderada, alta
velocidade e arrancada — conhecida como o nome em inglés sprint) (COELHO, 2011).
Uma boa performance em jogo ¢ frequentemente determinada pelo desempenho nessa tltima
categoria (REILLY, BANGSBO, FRANKS, 2000), podendo ser decisiva para o resultado, uma
vez que a habilidade de realizar contragdes musculares mais rapidas pode ser um fator limitante
de desempenho (SANTIAGO et al., 2008).

A capacidade fisica dejogadores de primeira classe, chamados jogadores deelite, pode
ser um indicativo das proprias demandas fisioldgicas do esporte, geralmente quantificadas
através das respostas fisioldgicas dos atletas durante e apos jogo. Observar um bom numero de
atletas em cada posi¢cdo, em valores médios, pode fornecer informagdes importantes sobre os
perfis e atividades das fungdes posicionais dentro de uma equipe (REILLY, BANGSBO,
FRANKS, 2000).

1.2 GENETICA NO ESPORTE

Ainda que uma grande parcela do desempenho nos esportes seja atribuida a dieta e
treinamento adequados, existe um debate de longa data sobre as contribuigdes da genética no
desempenho esportivo (REILLY,BANGSBO,FRANKS,2000). O argumento nature X nurture
(do inglés, “natureza X criagdo”), se referindo aos fatores intrinsecos, inatos, versus os
relacionados com o ambiente, ¢ bastante discutido dentro da ciéncia do esporte.

A observacdo de que alguns individuos parecem possuir um ‘“dom natural”,
apresentando tracos superiores ou melhores respostas a treinamento do que outros, tem
movimentado as pesquisas que buscam entender de que forma ocorre essa variagdo

interindividual para o desempenho fisico (TUCKER & COLLINS,2012; BOUCHARD,2012).
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O que se entende ¢ que uma série de variaveis parecem contribuir nessas variagdoes de
desempenho e resposta ao exercicio, sendo esse um fenomeno complexo resultado da interacao
de muitos fatores, tanto intrinsecos como extrinsecos (BARH & AHMETOV, 2019).

Os fendtipos complexos parecem ser, de fato, resultado da contribuicdo de ambos
nature € nurture, onde genética e ambiente em conjunto produzem variagdes fenotipicas, tragos
biologicos que podem justificar o desempenho esportivo, representado por uma curva normal
de distribuicdo, onde poucos individuos pertencem as extremidades (TUCKER & COLLINS,
2012; BARH & AHMETOV, 2019).

Dentro de nurture o desempenho fisico ¢ muitas vezes atribuido a questdes como
treinamento, nutricao, motivagdo, oportunidades de desenvolvimento e saide em um geral. Para
o fator nature, o que mais chama a atengao sao as caracteristicas inatas advindasdo background

genético (BARH & AHMETOV, 2019; GIBSON, 2016).

1.2.1 Genética e esportes de equipe — Futebol

Ainda que a performance atlética seja entendida como resultado da interagdo de
diversos genes, muitos estudos na area tém focado em associar variagcdes genéticas com
caracteristicas de desempenho primariamente divididas entre capacidades para forga/poténcia
muscular e capacidades para resisténcia muscular (BARH & AHMETOV, 2019).

No entanto, os esportes de equipe mais tradicionais (como voleibol, basquete, futebol
e beisebol), exigem dos atletas habilidades motoras complexas, esforcos maximos e
submaximos como aceleragcdes, mudancgas no passo e dire¢do, pulos, entre outros, com pouco
tempo de recuperagdo dentro de um tempo de jogo bastante longo (entre 1-2h) (BISHOP &
GIRARD, 2013). Mostrando que esportes de equipe, de forma geral, precisam de ambas
caracteristicas: tanto de qualidades anaerébicas como aerobicas.

Os estudos genéticos de esportes de equipe t€m recebido pouca atengdo e vém sendo
conduzidos, provavelmente pela falta de atletas de elite disponiveis para estudo, considerando
os times como um todo e ndo analisando as particularidades individuais das fungdes de cada
atleta(BARH & AHMETOV, 2019; EGOROVA et al., 2014). Sendo assim, existe uma lacuna
de estudos mais profundos nessa area, que devem considerar a caracteristica heterogénea, as
demandas particulares de cada esporte e as diferencas entre as posigdes taticas.

No futebol, a identificacdo de marcadores genéticos associados com performance tem

sido feita principalmente para aqueles marcadores relacionados com composi¢cdo corporal
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(MASSIDA et al., 2016), fungdo cardiaca (FATINI et al., 2000; SABER-AYAD, NASSAR,
LATIF, 2014) e alguns focados na influéncia genética na probabilidade de se tornar uma atleta
de elite e fatores-chave na performance do futebol (EGOROVA et al., 2014; PIMENTA et al.,
2013). Mais recentemente, poucos estudos estdo comecando a relacionar a maior ou menor
prevaléncia de dano musculoesquelético com o background genético do atleta (MASSIDDA et
al., 2015).

Para todos os casos, mais estudos sao necessarios uma vez que poucos exploraram o
esporte do ponto de vista das diferencas entre as posigdes taticas e, para além disso, resultados
conflitantes entre as pesquisas mostram a necessidade de aprofundamento na questao, além de
que uma selecdo de atletas mais rigorosa e questdes como ancestralidade sdo fatores
importantes de se levar em consideracdo (BARH & AHMETOV, 2019).

Apenas 10 marcadores genéticos associados com a performance em atletas de esportes
de equipe foram identificados e validados (BARH & AHMETOV, 2019). E ainda que se
entenda que a maior “probabilidade” de sucesso no esporte se deva a interagdo de um grande
numero de variantes “favoraveis”, dentro do futebol - seguindo a tendéncia de outros esportes,
inclusive individuais — os estudos focam apenas em poucas variagdes genéticas, onde os
polimorfismos mais estudadossdoo ACTN3R577X e ACEI/D (EGOROVA etal.,2014; BARH
& AHMETOV, 2019).

1.3 MARCADORES ASSOCIADOS COM PERFORMANCE

1.3.1 ACTN3 R577X

As oa-actinas sdo uma familia de proteinas responsaveis pela ancoragem dos
filamentos de actina a linha Z do sarcomero (BARON et al., 1987; BERMAN & NORTH,
2010). Quatro isoformas dessas proteinas sdo encontradas nos seres humanos, divididas em
duas categoriais: formas ndo musculares (a-actina-1 e 4) e as formas miofibrilares (a-actina-2
e 3), variantes que tem se mostrado muito conservadas evolutivamente em hominideos (BEGGS
etal., 1992; BURRIDGE & FERAMICO, 1981; PASQUA et al., 2011), grupo onde a a-actina-
3 se apresenta mais especifica para fibras musculares de contragdo rapida (BURRIDGE &
FERAMICO, 1981; NORTH et al., 1999).

A contragao muscular € produzida através do encurtamento do sarcomero, que ocorre
pela interagdo dos filamentos de actina e miosina, onde os filamentos de actina (filamentos

finos) deslizam sobre os filamentos de miosina (filamentos grossos). Esse movimento produz
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também a aproximacao das Bandas I das extremidades do sarcomero, sendo este local, na linha
Z, onde a proteina o-actina-3 ¢ uma das proteinas responsaveis pela ancoragem dos filamentos

finos (BARON et al., 1987), como pode ser observado na Figura 1.

Figura 1: Ancoragem dos filamentos de actina na linha Z pela a-actina-3 (em azul, indicado por circulo
vermelho). Nas imagens sdo mostradas também outras proteinas da linha Z: ZASP e T-Cap. Além disso,
percebe-se a disposi¢ao da actina e miosina na Banda A.

LINHA Z

‘ actina

_Cap

miosina k
_ ~LASP

BANDA | BANDA A BANDA |

Fonte: ALMEIDA (2018).

O gene que codifica a proteina o-actina-3 ¢ chamado ACTN3 e possui um
polimorfismo onde uma citosina ¢ substituida por uma timina (na posi¢do 1747 no éxon 16),
resultando em um stop codon no lugar do aminoacido arginina (BERMAN & NORTH, 2010;
NORTH et al., 1999). Sendo assim, nesse polimorfismo chamado ACTN3 R577X (1s1815739),
a expressao doalelo ondeha essa troca produz uma forma truncadae nio funcional de a-actina-
3.

Aqueles que sdo homozigotos para o alelo X (gendtipo XX ') apresentam
auséncia total de funcionalidade da o-actina-3 enquanto individuos heterozigotos para o
polimorfismo (genodtipo RX) apresentam uma reducdo na quantidade de a-actina-3
funcional (PASQUA et al., 2011).

De forma geral, ¢ estimado que 20% da populacdo mundial (aproximadamente 1.5

bilhdes depessoas) apresentam o gen6tipo XX de ACTN3 (AMORIN etal., 2015). Estudosem

I Notar que nido hé relagio da nomenclatura do alelo com a nomenclatura citogenética de cromossomos
sexuais humanos.
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diversas populagdes indicam que a distribuicdo desse genétipo € de cerca de 25-30% na
populagdo Asiatica, 18% na popula¢do Europeia e 2% na populagdo Africana (NORTH, 2008;
FRIEDLANDER etal., 2013; KIKUCHI et al., 2013).

No entanto, essas frequéncias mudam quando se trata de atletas, principalmente de
elite. Analises genotipicas de atletas de arrancada e de modalidades onde predominam a forga
e poténcia muscular indicam que a frequéncia do alelo R ¢ maior nesses atletas do que na
populacao controle (homens e mulheres da populacdo em geral, sedentarios). Por outro lado, a
frequéncia do alelo X se encontra em baixa porcentagem nesses mesmos atletas (YANG et al.,
2003; Druzhevskaya et al., 2008).

Com isso, a frequéncia maior do alelo R em atletas de arrancada, quando comparados
a individuos controle, sugere que a presenca da a-actina-3 faz com que se tenha uma maior
geracdo de forca e poténcia musculares (YANG et al, 2003). Sendo assim, aqueles que
apresentam os gendtipos RR e RX para ACTN3 (que possuem a proteina funcional) possuem
caracteristicas de forga e velocidade MACARTHUR ezal., 2008; MACARTHUR & NORTH,
2004), enquanto que os XX, que ndo possuem a proteina funcional, sdo pouco representados
em esportes de forca e poténcia, e parecem apresentar maior aptidao para modalidades onde ¢
exigida resisténcia muscular (LEE et al., 2016).

No futebol, o primeiro estudo a associar o polimorfismo ACTN3 R577X com a
performance esportiva foi o de Santiago e colaboradores (2008), onde foram avaliados 60
atletas profissionais espanhois (pertencentes a grandes clubes do pais), que apresentaram uma
frequéncia maior do genotipo RR em comparagdo com individuos controle e também em
comparagdo com atletas de modalidades de resisténcia (SANTIAGO et al., 2008).

Estudos subsequentes com um maior » amostral e atletas de diferentes nacionalidades
como russos (EGOROVA et al., 2014), italianos (MASSIDDA, SCORCU, CALO, 2014;
MASSIDDA et al., 2020), turcos (ULUCAN, SERCAN, BIYIKLI, 2015), japoneses
(MASSIDDA et al., 2020), entre outros, foram feitos no esfor¢o de se entender o papel do
polimorfismo na performance do futebol. No entanto, ainda que esses estudos sugiram uma
importancia do alelo R, que se encontra em grande frequéncia nos atletas, eles nao apresentam
concordancia nas relagdes significativas ao comparar com populagdo controle ou mesmo na

influéncia dos gendtipos nos fendtipos de interesse do esporte (BARH & AHMETOV, 2019).
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1.3.2 ACE I/D

Dentre os polimorfismos associados a performance esportiva, o0 mais
investigado ao longo dos anos foi um polimorfismo de insercao (I) ou dele¢ao (D) do gene
ACE (rs4646994), codificador da enzima conversora de angiotensina — ECA, em portugués,
mas mais conhecida pela sua sigla em inglés: ACE (JUFFER et al., 2009). O entendimento da
atuacdo desse polimorfismo na performance esportiva pode ser explicado através do
conhecimento do sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona, que controla os niveis de pressao
arterial (GUYTON & HALL, 2011).

Conforme mostra a Figura 2, os rins liberam a enzima renina na corrente sanguinea
quando a pressdo arterial se encontra baixa (hipotensdo), ativando uma proteina circulatoria
chamada angiotensinogénio, que serve como substrato da renina. Juntas elas formam a
angiotensina I que ndo € capaz, per se, de produzir grandes alteracdes fisioldgicas. No entanto,
a enzima conversora de angiotensina (ACE) atua quebrando duas ligacdes peptidicas da
angiotensina I, formando a angiotensina II (PUTHUCHEARY et al., 2011; GUYTON &
HALL,2011). Esta sim possui alta capacidade de promover vasoconstri¢do, além de promover
uma maior atividade do Sistema Nervoso Simpatico ¢ uma maior absor¢do de Na™e H20. Além
disso, a ACE também pode degradar a bradicinina, um hormonio que possui capacidade
vasodilatadora (OSTRANDER et al., 2009).

Apesar do ACE I/D ser um dos primeiros polimorfismos a ser relacionado com a
performance fisica humana (GAYAGAY et al.,, 1998; MONTGOMERY et al., 1998) e
amplamente presente na literatura, ainda foi pouco estudado em associagdo ao futebol.
Nesse polimorfismo, o alelo D, onde ha a auséncia de uma sequéncia de 287pb no intron 16 do
gene, associa-se a uma maior atividade de ACE nos tecidos (PUTHUCHEARY et al., 2011).
Sendo assim, se observa que homozigotos para o alelo D apresentam maior atividade da enzima
do que os genotipos ID e I1.

Estudos mostram que o alelo D possui relagio com modalidades que exigem forca
e poténcia muscular, sendo mais frequente em nadadores de curta distancia
(COSTA et al., 2009; WOODS et al., 2001) e atletismo de sprint (corrida de curta distancia —
100m a 400m), por exemplo (PAPADIMITRIOU et al., 2009). Em contrapartida, o alelo I se
mostra mais associado com a resisténcia muscular, sendo observado com maior frequéncia em

remadores (GAYAGAY et al, 1998; CIESZCZYK et al, 2009), montanhistas
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(MONTGOMERY et al., 1998) e nadadores de longa distancia (TSIANOS et al., 2004), por

exemplo.

Figura 2: Liberada na corrente sanguinea pelo rim, a renina cliva o angiotensinogénio, produzido no figado,e
o converte em angiotensina I. A enzima conversora de angiotensina (ACE), presente principalmente nos
pulmdes e rins, convertea angiotensina I em angiotensina II. A angiotensina II estimula varios eventos, como
vasoconstricdo, aumento da atividade do sistema nervoso simpatico e estimulacdo do coértex adrenal para

secretar o hormodnio aldosterona, que promove retengao renalde sale agua.
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Juffer e colaboradores (2009) foram os primeiros a estudar o polimorfismo de ACE em
atletas de futebol. O estudo envolveu 54 atletas profissionais e concluiu uma relacdo entre o
genotipo ID dentro do esporte, ja que se apresentava em frequéncias maiores em atletas de

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
futebol se comparados com atletas de resisténcia. Estudos posteriores também observaram essa

relacdo do gendtipo heterozigoto com o futebol, indicando uma possivel influéncia do
polimorfismo (EGOROVA etal.,2014; ULUCAN,SERCAN,BIYIKLI, 2015; GALEANDRO
et al., 2017). No entanto, outras pesquisas ndo encontraram relacao significativa (COELHO et

al., 2016; MASSIDDA etal., 2012).



28

Sendo assim, mais pesquisas s3a0 necessdrias para corroborar essa relacdo,
principalmente a respeito das posi¢des taticas, ja que ha uma lacuna de estudos que separem e

estude os atletas em suas respectivas fungdes em campo (BARH & AHMETOV, 2019).

1.3.3 Associacao com lesio muscular

As multiplas aceleracdes e desaceleragdes caracteristicas do futebol necessitam
de aplicagdao de forga muscular concéntrica e excéntrica (SILVA et al., 2014; STOLEN et al.,
2005), sendo essa ultima um tipo de contracdo muscular que ocorre quando o musculo ¢
alongado. Essa contragdo muscular ¢ um importante fator de risco para as lesdes musculares,
principal lesdo dos esportes, ainda mais substancialmente no futebol (ANDERSSON et al,
2010; SILVA etal., 2014). Neste esporte o risco de lesionar-se ¢ aproximadamente 1000 vezes
maior do que em outras ocupagdes (EKSTRAND, HAGGLUND, WALDEN, 2011; MCCALL
et al., 2014) e as lesdes musculares sdo o principal motivo de afastamento de atletas de futebol
profissional (EKSTRAND, HAGGLUND, WALDEN, 2011).

O tipo de proteina ACTN produzida pode influenciar diretamente nos marcadores de
dano muscular e de resposta inflamatoria associada ao exercicio e esporte (PIMENTA et al.,
2012; BAUMERT et al., 2016). A auséncia da proteina ACTN3 em atletas de futebol diminui
a velocidade de clearance da enzima creatina quinase (CK), um marcador
sanguineo de ruptura do sarcolema associada ao dano muscular (PIMENTA et al, 2012).
De maneira similar, o alelo I do polimorfismo ACE I/D esta ligado a uma maior presenca de
marcadores de dano muscular pos-exercicio (YAMIN et al., 2007).

Quando ocorre o dano muscular, a membrana celular sofre rompimento e ocorre
extravasamento de algumas proteinas, dentre elas a CK, um dos melhores indicadores de
dano celular por exercicio e um 6timo fator de monitoramento de carga de treinamento
(LAZARIMA et al., 2008). Ha uma faixa de concentracdo normal de CK no sangue apds
o exercicio de alta intensidade, que fica entre 300-500 U/L, segundo Mougios (2007).
Quanto maior for a intensidade do exercicio e/ou a exigéncia sofrida pelo atleta, maiores
serdo esses niveis, indicando a severidade de microtraumas musculares (MOUGIOS,
2007).

Massidda e colaboradores (2020) verificaram a associa¢do do polimorfismo ACE I/D
com lesdo muscular em atletas italianos, e viram que os atletas com o alelo D (DD e ID)
apresentam menor prevaléncia de dano muscular, sugerindo um efeito protetor do alelo contra

a incidéncia ou gravidade da lesao muscular (MASSIDDA etal., 2020).
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1.3.4 Genética e diferencas populacionais

A discordancia entre os estudos genéticos dentro do esporte pode ser atribuida a
diversos fatores ¢ um deles ¢ a diferenga populacional. A exemplo, o estudo de Scott e
colaboradores (2010) encontrou baixas incidéncias do genotipo XX, tanto em velocistas quanto
em ndo atletas, nas diferentes nacionalidades estudadas (jamaicanos e norte-americanos). Com
isso, os autores discutiram que estudos realizados com coortes muito heterogéneas ou com
estratificacdo inadequada dos sujeitos da pesquisa apresentam fraquezas, o que nao foi o caso
do estudo feito pelos autores, o que leva a concluir que populagdes devem ser estudadas em
suas especificidades (SCOTT et al., 2010).

Um estudo publicado em 2015 por Kikuchi e colaboradores, conduzido em atletas
japoneses, identificou que os alelos RX e RR nao estdo associados apenas a atletas de forca e
arrancada, mas também a atletas de corrida de longa distancia, esporte caracterizado como de
resisténcia. O grupo concluiu que a relagdo do alelo X em algumas populacdes permanece
indefinida e que os estudos seguem uma tendéncia de especificidade de acordo com suas
populagdes (KIKUCHI et al., 2015).

Pesquisas em populacdes europeias indicam que o alelo D esta associado a capacidade
de arrancada (GAYAGAY et al, 1998), enquanto alguns estudos na populagdo Asiatica
demonstram que essa associacdo ¢ mais diretamente vista com o alelo I (WANG et al., 2013),
por exemplo. Demesma forma, um estudo com atletas israelitas identificouque o alelo D parece
ser mais associado com corredores de resisténcia (longas distancias) do que com corredores de
sprint, mostrando mais uma vez que essas associacdes podem variar entre populagdes e
possivelmente entre grupos étnicos (AMIR et al., 2007).

Enquanto isso, alguns marcadores parecem seguir a mesma logica independentemente
daetnia estudada, como mostra o estudo de Massidda e colaboradores (2020), que descobriram
que o efeito protetor do alelo D do polimorfismo ACE I/D contra danos musculares segue a
mesma logica em diferentes populagdes, embora os resultados tenham apontado que esta ainda
mais fortemente relacionado em atletas japoneses do que em atletas italianos (MASSIDDA et
al., 2020).

Assim, ha a necessidade de estudar populagdes e atletas dentro de suas modalidades,
para melhor compreender o papel genético no desempenho esportivo.

Dessa forma, considerando o exposto, espera-se que os atletas brasileiros apresentem

frequéncias alélicas e genotipicas de ambos os polimorfismos que demonstrem a associagdo
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com o esporte, onde posigoes taticas que exigem mais forca muscular apresentem frequéncias
elevadas dos genotipos RR de ACTN3 e DD de ACE, e posi¢des caracterizadas por menos forga
muscular apresentem relacao significativa com os gendtipos XX e II, de ACTN3 e ACE
respectivamente. Além disso, espera-se encontrar relagdo significativa dos gendtipos com os

indices de lesdo e de poténcia muscular.

20OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos dos genes ACTN3 e ACE,
que codificam as proteinas a-actina-3 e enzima conversora de angiotensina, respectivamente, €

relaciond-los com poténcia muscular e o desenvolvimento de lesdo em jogadores profissionais

de futebol do Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo ACTN3 R577X nos atletas
de futebol;

e Avaliar as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo ACE I/D nos atletas de
futebol;

e Avaliar as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo ACTN3 R577X de acordo
com as posi¢oes taticas;

e Avaliar as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo ACE I/D de acordo com
as posigoes taticas;

e Avaliar as frequéncias alélicas do polimorfismo ACTN3 R577X considerando regides
geograficas de origem dos atletas de futebol, e comparar com individuos controle;

e Avaliar arelagdo dos diferentes gendtipos dos polimorfismos ACTN3 R577X e ACE I/D
com poténcia muscular em atletas de futebol;

e Avaliar um marcador bioquimico de dano muscular (CK) em momentos especificos da
temporada esportiva e relacionar com os polimorfismos ACTN3 R577X e ACE I/D nos
atletas de futebol.
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3MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM DE ATLETAS

Definida como o periodo anual de atuagdo de uma equipe de futebol (SANTOS,
COLEDAM, DOS-SANTOS, 2009), a temporada ¢ composta por um periodo preparatorio, de
duracdo de cerca de um més, e um periodo competitivo que dura cerca de 10 a 11 meses, que €
o momento onde os clubes pertencentes a cada categoria, se enfrentam. A coleta de dados se
deu durante os anos de 2018, 2019 e 2020 em momentos diferentes do calendario desportivo,
conhecido como temporada.

Foram amostrados 132 jogadores profissionais de futebol, dentre titulares e reservas,
pertencentes a clubes das séries A ¢ B do Campeonato Brasileiro e com idades entre 18 e 40
anos. A possibilidade das coletas se deu através de parcerias estabelecidas com comissoes
técnicas dos clubes de futebol. Os atletas foram divididos de acordo com suas posigdes taticas
primarias em uma das 5 categorias: Atacante (30 atletas), Zagueiro (20 atletas), Lateral (19

atletas), Meio-Campo (46 atletas) e Goleiro (17 atletas).

3.1.1 Critérios de inclusao e exclusio

Foram considerados critérios de inclusdo para o grupo de atletas: Homens atletas de
futebol profissional, pertencentes a clubes profissionais de futebol integrantes das 1* a 2*
divisdes do Campeonato Brasileiro de Futebol; Com no minimo 2 anos ininterruptos de pratica
esportiva antes do comeco do estudo.

Por outro lado, os critérios de exclusao para o grupo de atletas foram: Lesao 0ssea e/ou

muscular nos trés meses anteriores ao inicio da pesquisa e o insucesso dos critérios de inclusao.

3.1.2 Critérios Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina, sob nimero 3.621.353/2019. A participacdo foi
condicionada a (i) participagdo voluntdria dos individuos, e (ii) assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Anexo A) pelos sujeitos da pesquisa. A pesquisa

foi conduzida de acordo com a Resolu¢ao 466/2012 do Conselho Nacional de Satude.
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3.1.3 Coletas sanguineas

No inicio da temporada, os atletas foram submetidos a uma coleta rotineira de uma
amostra sanguinea de 4 mL, realizada por profissionais habilitados. O sangue foi coletado em
tubos BD Vacutainer® contendo anticoagulante EDTA e transportado até o Laboratério de
Polimorfismos Genéticos (LAPOGE)no Centro de Ciéncias Biologicas (CCB)da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), onde foi centrifugado a 3000 rpm (rota¢des por minuto) por
20 minutos, obtendo-se o plasma e a camada de leucocitos. Apds a separacao dos componentes

sanguineos as amostras foram devidamente identificadas e armazenadas em Freezer na sala fria

do LAPOGE/UFSC.

3.2 EXTRACAO DO DNA

A extragdo foi feita conforme protocolo de Salting out, rotineiro no laboratorio: 100uL
da camada leucocitaria obtida foi ressuspendida em Solucdo de Lise I (0.1M Tris-HCl, 0.32M
Sacarose, 0.0025M MgCL, 10 mL Triton X 100 1%, pH 7.6) e centrifugada a 12000 rpm
durante 5 minutos, descartando-se o sobrenadante logo apos. O passo foi repetido até o
precipitado ficar claro (cerca de 3 vezes). Em seguida, foram adicionados 300uL de Solugdo de
Lise IT (0.1M Tris-HCL, 0.05M KCI1, NONIDET p-40 1% - Stigma 500 mL — Twen 20 1% -
VETEC 1L, pH 8.5), 10 uL de SDS 10% e 75 pL de Perclorato de S6dio 5M e agitado no
agitador vortex (CE — KMC) por 10 segundos para que se quebrasse o pellet. Depois foi
adicionado 130 pL. de NaCl 6M saturado, agitado no vortex novamente por 10 segundos e
centrifugado por 10 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um tubo de 15
mL com 300 pL de alcool isopropilico (bem gelado). Em seguida, o tubo foi agitado
manualmente (com movimentos de inversdo) e posteriormente centrifugado por 5 minutos a
12000 rpm, para que se obtivesse 0 DNA precipitado. O sobrenadante foi descartado através da
inversdao do tubo e 300 puL de Etanol 70% foi adicionado, seguido por posterior centrifugacao
em 12000 rpm por 5 minutos. Por fim, o sobrenadante foi descartado por inversdo e os tubos
das amostras ficaram abertos, secando em estufa overnight. No dia seguinte, 200 pL de Agua
MiliQ foram adicionados e as amostras foram incubadas a 56 °C em banho-maria por 30
minutos. Apos esse periodo, foram armazenadas em geladeira overnight para posterior
armazenamento a -20 °C. As amostras de DN A obtidas foram quantificadas quanto a sua pureza
em espectrofotometro Nanovue Plus® (Eppendorf) e diluidas através de adicdo de Agua MiliQ

a fim de se padronizar que todas as amostras possuissem 50 ng de DNA por pL.
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3.3 GENOTIPAGEM

3.3.1 ACTN3R577X

A genotipagem foi realizada através de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e
Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricdo com enzima de restrigdo (RFLP). O
protocolo foi adaptado de Mills e colaboradores (2001). O éxon 16 do gene ACTN3
(rs1815739), onde se encontra o polimorfismo alvo, foi amplificado com a sequéncia de

iniciadores descrita no Quadro 1, ancorados nas sequéncias intronicas adjacentes.

Quadro 1: Sequéncia de iniciadores utilizados na reagdo de PCR para o polimorfismo ACTN3 R577X.

Direto 5’ CTGTTGCCTGTGGTAAGTGGG 3°
Reverso 5’ TGGTCACAGTATGCAGGAGGG ¥’

As reagdes de PCR tiveram um volume final de 25 pL, com 1x Tampao para Taq, 1.5
mM MgCI2, 0.2 mM de dNTP, 1.0 uM de cada iniciador (Sinapse Biotecnologia, Sao Paulo,
SP, Brasil), 1 unidade de Taq DNA polimerase (Phoneutria Biotecnologia e Servigos, Belo
Horizonte, MG, Brasil), usando aproximadamente 250 ng de DNA gendmico como molde. A
amplificacdo foi dadapelo seguinte programa: desnaturagdo inicial a 95 °C por 5 minutos, 30
ciclos de 94 °C por 30 segundos, 58 °C por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos, com uma
extensdo final de 72 °C por 5 minutos. Apds a amplificagdo, 10 pL do produto de PCR foram
submetidos a digestdo enzimatica com 10U de enzima Ddel (New England BioLabs) em uma
reacao incubada em banho-maria por 2 horas a 37 °C. A enzima de restricao Ddel cliva o DNA
entre os nucleotideos C e T. Sendo assim, em alelos R serdo gerados dois tipos de fragmentos
—em 205pb e 86pb. Ja em alelos X, ocorre a clivagem em duasregides, gerando trés fragmentos

distintos: em 108, 97 e 86 pares de base (Figura 3).
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Figura 3: Esquema derestricao da enzima Ddel agindo no polimorfismo ACTN3 R577X.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 3% corado
com gel red, sendo verificados os alelos ACTN3 577R (fragmentos de 205 e 86 pares de bases)
e ACTN3 577X (fragmentos de 108, 97 e 86 pares de bases), como mostra a Figura 4.

Figura 4: Gel de agarose 3%, demonstrando asbandas possiveis para o polimorfismo ACTN3 R577X. Individuos
com gendtipo XX apresentam fragmentos na altura de 108, 97 e 86pb (quinto e sexto pogos, da esquerda para a
direita); RR apresentam em 205 e 86pb (segundo, terceiro, quarto e sétimo pocos, da esquerda para direita) e
gendtipo RX apresentam fragmentosem 205,108,97 e 86pb (oitavo pogo, da esquerda para direita).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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33.2ACEID

A genotipagem para ACE I/D também foi feita através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Seguindo protocolo adaptado a partir de Moraes e colaboradores (2018), o
intron 16 do gene ACE (rs4646994), onde se encontra o polimorfismo alvo, foi amplificado

com a sequéncia de iniciadores indicadas no Quadro 2:

Quadro 2: Sequéncia de iniciadores utilizados na rea¢do de PCR para o polimorfismo ACE I/D.

Direto 5" CTGGAGAGCCACTCCCATCCTTICT 3’

Reverso 5> GAYGTGGCCATCACATTCGTCAGAT 3’

O sistema reacional teve um volume total de 25 pL, sendo composto por 1x Tampao
para Taq, 1.5 mM MgCI2, 0.5 mM de dNTP, 1.0 uM de cada iniciador (Integrated DNA
Technology IDT, Iowa, EUA), 0.5 U de Taq DNA polimerase (Phoneutria Biotecnologia e
Servigos, Belo Horizonte, MG, Brasil) e aproximadamente 250 ng de DNA gendmico como
molde. O programa de amplificagdo foi composto dos seguintes passos: desnaturacao inicial a
95 °C por 3 minutos, 35 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 58 °C por 30 segundos e 72 °C por 30
segundos com extensdo final a 72 °C por 10 minutos. Os fragmentos foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1% corado com Gel red a 5 pg/mL. A genotipagem foi feita
através da diferenca de tamanho de alelo, sendo que o alelo D, de delecao, do gene ACE gera
um fragmento de 190 pares de bases, enquanto o alelo de insercao, I, gera um fragmento de 480
pares de base (Figura 5).

Shanmugan e colaboradores (1993) identificaram que nesse polimorfismo pode
ocorrer a possibilidade de amplificagao preferencial pelo alelo D de dele¢dao em detrimento do
alelo I (SHANMUGAM, SELL, SAHA, 1993). Por esse motivo, todos os homozigotos para D
foram reavaliados através de uma nova PCR para identificar possiveis alelos de Insercdo que
ndo foram amplificados na primeira etapa. O protocolo foi o mesmo anteriormente descrito,
modificando o primer direto, que foi redesenhado para se ligar no fragmento de insercao
especificamente (Quadro 3).

Sendo assim, aqueles que ndo amplificaram nessa etapa de confirmacgdo de inser¢ao

foram considerados, de fato, homozigotos para D, enquanto que a amplificacio de uma banda
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na altura de 408pb foi interpretada como se tratando do gendtipo heterozigoto ID que teve a

amplificacdo do seu alelo de insercdo prejudicada na primeira etapa (Figura 6).

Figura 5: Gel de agarose 1%, demonstrando as bandas possiveis para ACE I/D. Individuos com genétipo 1D
apresentam fragmentos de 480pb e 190pb (segundo, sexto e oitavo pogos, da esquerda para direita) enquanto
individuos de genotipo I apresentam apenas fragmentos em 480pb (primeiro, quarto e nono pogos, da esquerda
para direita) e o gen6tipo DD apenasem 190pb (terceiro, quinto e sétimo pogos, da esquerda para direita).

480pb

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Quadro 3: Sequéncia de iniciadores utilizados na reagdo de PCR para confirmagéo de inser¢ao para o polimorfismo
ACE I/D.

Direto 5’ TTTGAGACGGAGTCTCGCTC 3°

Reverso 5> GAYGTGGCCATCACATTCGTCAGAT3’

Figura 6: Gel de agarose, demonstrando a amplificacdo do teste de confirmacao de inser¢do para o polimorfismo
ACE I/D. Individuos que, de fato, tiveram uma amplificacdo da inser¢do suprimida na primeira PCR, dessa vez
aparecem com uma banda em 408pb, enquanto aqueles que foram genotipados corretamente como DD ndo
amplificam nenhuma banda, conforme mostra a figura. Na figura observa-se o genétipo ID no primeiro, segundo
e sétimo pogo e gendtipo DD no terceiro, quarto, quinto e sexto po¢o.
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408pb

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

3.4 DADOS DE POTENCIA MUSCULAR —CMJ

A poténcia muscular de 48 atletas foi avaliada através da altura do salto vertical,
utilizando método do CMIJ (countermovement jumps). No CMJ, os atletas foram instruidos a
executar um movimento descendente seguido de extensdao completa das pernas e ficaram livres
para determinar a amplitude do contramovimento para evitar mudangas na coordenag¢do do
salto. Todos os saltos foram executados com as maos nos quadris € os atletas instruidos a saltar
o mais alto possivel. Os saltos foram realizados em uma plataforma de contato (Elite Jump R,
S2 Sports, Sao Paulo, Brasil). Um total de cinco tentativas foram permitidas para cada salto,
intercaladas por intervalos de 15 segundos. As 3 melhores tentativas para o CMJ foram

utilizadas para as analises. Na figura 7, € possivel ver um esquema da realizagdo do salto.



38

Figura 7: Esquema demonstrando como se d4 a realizagdodo salto no teste CMJ, com extensdo dos membros

e em cima de uma plataformade contato.
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Almeida, K.Y., 2021.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

3.5 DADOS DE CREATINOQUINASE -CK

Durante as temporadas competitivas, de 24h a 36h depois de cada jogo oficial do
Campeonato Brasileiro, os atletas que atuaram em jogo passaram por medigdes da proteina
creatinoquinase (CK). Para a contabilizagdo dos dados, foram considerados apenas aqueles
atletas que tiveram 3 ou mais medi¢des de CK no total. Sendo assim, a concentragcdo da proteina
CK no plasma foi estudada entre 68 atletas.

Parte dos atletas teve medigao através de coleta sanguinea e medicao de CK rotineira
através de Laboratorio de Analises Clinicas privado, e o restante deles através da retirada de
sangue capilar da polpa digital por uma lanceta disparadora automatica, a depender da rotina
doclube em questao. Este método consiste em retirada de sangue de capilar, que ¢ drenado para
um tubo capilar heparinizado (Cat n° 955053202 Reflotron) e pipetado para uma tira reativa de

CK (Cat n° 1126695 Reflotron®) que posteriormente foi colocada no Reflotron Analyser®,
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Boehringer Mannheim. Todas as medigdes por atleta foram consideradas depois da retirada de

indices outliers.

3.6 GRUPO CONTROLE

Através de parceria com a iniciativa EPIGEN-Brasil (KEHDY et al., 2015), que ¢é, até
0 momento, a maior iniciativa latino-americana em gendmica populacional e epidemiologia
genética, foi possivel a obtencao dos dados do grupo controle. A genética populacional inclui
genotipagem ampla de 6487 individuos de trés coortes brasileiras de base populacional:
Salvador (BA), na regido Nordeste do Brasil (n = 1309); Bambui (MG), Sudeste do Brasil (n =
1442) e Pelotas (RS), no Sul do Brasil (n =3736).

Os dados obtidos foram do SNP rs1815739 (ACNT3 R577X), onde foi possivel a
distin¢ao das frequéncias alélicas através de valores de MAF (minor allele frequency, do inglés
“menor frequéncia alélica) e frequéncias de heterozigotos, ambos os valores para cada

populagdo.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Resultados de CK e CMJ tiveram medidas como média + desvio padrao (dp), depois
de passarem por analise de identificagdo de outliers. Dados de CK - que teve diversas medicdes
por atleta durante a temporada competitiva - passaram por verificacdo de presenca de outliers
através do teste de Grubbs, esses foram removidos para posteriormente ser feita a média de CK
para cada atleta; os valores de média foram considerados para as posteriores andlises. As
diferencas de frequéncias entre os genotipos e alelos dos diferentes grupos foram analisadas
pelo teste do y? e Teste Exato de Fisher no software R (pacotes dplyr, car, rstatix, Desctools,
emmeans e ggplot2). As diferencas entre os grupos genéticos e relagdo com os dadosde CK e
CM]J foram avaliadas por ANOVA de duas vias, no software GraphPad Prism 9, com teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, ANOVA e teste post-hoc de Tuker. O teste de Grubbs foi feito
a fim dedetectar outliers, que foram removidos antes do testede hipdteses. As diferengas foram

consideradas significativas para p < 0,05.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os atletas amostrados apresentaram, em média, 7.11 £ 4.76 anos de experiéncia de
atuacdo no futebol profissional. A Tabela 1 apresenta as caracteristicas dos atletas através de
médias de idade, massa corporal e altura, de modo geral e também divididos em suas posigdes
taticas. A média de idade de forma geral foide 26.5 anos (dp = 5.01), com 74.7 Kg (dp = 6.28)
e 179.4 cm (dp=16.37).

Tabela 1: Médias + desvio padrdo deidade, massa corporal (em quilogramas - Kg) e altura (em centimetros - cm)
para osatletasem geral e para cada posigdo.

Posicbes
Geral , . . . .
Meio-campistas  Atacantes Zagueiros Laterais Goleiros
Idade 26.5+5.01 2645 25+37 295+5.1 27547 26+6.1
Massa(Kg) 74.7+6.28 7354 73+56 78+5.6 72+6 80.5+6.3
Altura (cm) 179.4+ 16.37 174+ 26.17 179+ 5.15 187+34 177+4.7 189+2.8

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A fim de facilitar a leitura e discussao dos dados, o estudo foi subdividido de acordo
com seus objetivos principais, sendo eles: o estudo das frequéncias, o estudo de poténcia

muscular e, por fim, o estudo de lesdo muscular.

4.1 FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DE ACTN3 R577XE ACE I/D

4.1.1 Resultados

A Tabela 2 traz os dados de frequéncias genotipicas e alélicas dos atletas de futebol
para o polimorfismo ACE I/D e ACTN3 R577X.

Tanto para ACE I/D como para ACTN3 R577X a amostra encontrou-se em equilibrio
de Hardy-Weinberg com %> de Pearson igual a 0.20785 e valor de p igual a 0.9 (3> = 0.20785,
GL =2,p =0.9013)? para ACE ¢ y*igual a 0.025634 ¢ p igual a 0.9873 (x*= 0.025634, GL =
2,p=0.9873) para ACTN3.

Para ACE, a maior frequéncia genotipica observada nos atletas foi do para o genotipo

heterozigoto ID, com 48% dos atletas (n=64), seguido do gendtipo homozigoto DD, com 38%

2 2 —Qui-quadrado
GL — Graus de Liberdade
p— Valor dep



41

da amostra (n=50) e, por ultimo, o genodtipo homozigoto II tendo apenas 14% da amostra. O
teste de y2 foi feito para testar homogeneidade entre as distribuigdes e, com p igual a 3.252e-06
(x>=25.273, GL = 2), foi verificado que a distribui¢cdo de frequéncias entre os genotipos ndo ¢
homogénea, havendo diferenca significativa entre eles. Se tratando das frequéncias alélicas, é
possivel observar uma maior frequéncia para o alelo de delegdo (alelo D) do polimorfismo, com

63% de frequéncia.

Tabela 2: Frequéncias genotipicas e alélicas para os polimorfismos ACE I/D e ACTN3 R577X em atletas de futebol
e valorde p.

Freq. Genotipica Freq. Alélica p
DD Il ID D |
0.38 0.14 0.48 0.63 0.37 0.9
ACE I/ID (50) (18) (64) . . .
RR XX RX R X
0.42 0.13 0.45 0.64 0.36 0.99
ACTN3 R577X (54) (17) (59) . . .

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Para o polimorfismo ACTN3 R577X, o y* de homogeneidade mostrou que a
distribuigdo genotipica ndo é homogénea (x> = 24.292, GL = 2, p = 5.309¢-06), onde a maior
frequéncia ¢ para o heterozigoto RX, com 45% da amostra (n=59), seguido do homozigoto para
R, com 42% (n=54) e com menor frequéncia esta o homozigoto para X, com 13% (n=17) da
amostra.

Os atletas foram também divididos por regides geograficas de acordo com seus locais
de nascimento, para cada um dos polimorfismos, e, a partir disso, obteve-se a tabela de
frequéncias (Tabela 3).

Por estarem sub representadas, as regides Norte e Centro-Oeste (com 3 e 5 atletas,
respectivamente) ndo foram utilizadas nas comparagoes.

Para ACE, ¢ possivel observar que atletas todas as regides possuem maior frequéncia
de heterozigotos e o gendtipo que teve a menor frequéncia entre todos os grupos foi o

homozigoto para a Insercao (II).
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Tabela 3: Frequéncias genotipicas para os polimorfismos ACE I/D e ACTN3 R577X em atletas de futebole valor
de n. Sendo ND o grupo de atletas do Nordeste, SD o grupo de atletasdo Sudeste e S o grupo de atletasdo Sul.

Frequéncias Genotipicas

ACE IID ACTN3 R577X

Grupo atletas DD ID Il RR RX XX
0.35 0.41 0.24 0.35 0.53 0,12

ND

(6) (7) (4) (6) (9) (2)
0.41 0.45 0.14 0.4 0.46 0.14

2 (21) (23) (7) (20) (23) (7)
0.36 0.52 0.12 0.42 0.44 0.14

S (20) (29) (7) (23) (24) (8)

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

O teste de y* de Pearson feito em pares demonstrou que nido houve associa¢do entre a
regido de nascimento com o gendtipo para ACE pois ndo houve diferencas significativas entre
os grupos (Sul e Sudeste: y> = 0.49632, GL =2, p = 0.7802; Sul e Nordeste: y>= 1.3511, GL
=2,p=0.5089; Sudeste e Nordeste: y>= 0.84003, GL =2, p = 0.657).

Observando-se a distribuicao de frequéncias para o polimorfismo de ACTN3, perceb-
se que atletas do Nordeste (ND) apresentaram maior frequéncia genotipica para o heterozigoto
RX, com 53% (n=9), assim como atletas do Sudesde (SD) e atletas do Sul (S), com 46% (23) e
44% (n=24), respectivamente.

O teste de > de Pearson, feito em pares, indicou também para 0 ACTN3 que ndo houve
associacao entre as frequéncias genotipicas com a regido de nascimento (Sudeste e Nordeste:
> =0.193, GL=2,p =0.908; Sul e Nordeste: y>=0.45484, GL =2, p =0.7966; Sul e Sudeste:
¥ =0.223, GL =2, p = 0.8945).

Atletas divididos por suas posi¢des de origem foram também comparados, através de
suas frequéncias alélicas, com individuos controle das mesmas regides. As frequéncias alélicas
de cada grupo podem ser observadas na Tabela 4.

Através da Tabela 4 podemos observar que as frequéncias alélicas de todos os grupos
sdo maiores para o alelo R. A frequéncia de heterozigotos que diferiu mais entre os grupos foi
no Nordeste, onde os atletas apresentaram frequéncia de 53% de heterozigotos enquanto os

individuos do grupo Controle apresentaram 43%, sendo que a regido Nordeste foi a inica onde
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os individuos controle apresentaram menor frequéncia de heterozigotos do que no grupo de

atletas.

Tabela 4: Frequéncias alélica e de heterozigotos para o polimorfismo ACTN3 R577X em atletas de futebol e
individuos controle. O valor de p é comparativo entre as frequéncias alélicas dos grupos atletase controle.

Frequénciaalélica

Heterozigotos p
R X _—
RX comparativo

0.62 0.38 0.53

- Atletas 0.29
Controle 0.70 0.30 043
0.63 0.37 0.46

& Atletas 016
Controle 0.56 044 0.50
0.64 0.36 043

= Atletas 0.23
0.58 042 0.49

Controle

* XZ de independéncia entre as frequénciasalélicas dos grupos.
Fonte: Elaborada pela autora (2021).

O teste de 2 foi utilizado para comparar as frequéncias entre os grupos de mesma
regido (atletas x controle), e foi encontrado que nao houve diferenca estatistica significativa
entre atletas e controle de nenhum grupo (Sul: ¥? = 1.4345, GL = 1, p = 0.231; Sudeste: > =
1.9886, GL =1, p = 0.1585; Nordeste: y>*= 1.098, GL= 1, p = 0.2947).

Para o estudo de frequéncias os atletas foram também divididos de acordo com suas
posicdes taticas, para cada polimorfismo, como mostram a Tabela 5.

Atacantes apresentaram a maior frequéncia do homozigoto RR, com 47% (n=14) ¢
Zagueiros a menor, com 31% (n=6).

Para os heterozigotos a maior frequéncia apresentada foi em Zagueiros e Goleiros,
ambos apresentaram 53% (n=10 e n=9, respectivamente), e por ultimo os Atacantes com 33%
(n=10).

Jé& para o genotipo XX a maior frequéncia observada foi entre os Atacantes, com 20%

(n=6), seguidos pelos Zagueiros e Laterais, ambos com 16% (n=3 para ambos).
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Tabela 5: Frequéncias genotipicas de ACTN3 R577X e ACE I/D para cada posicdo tatica: meio-campistas,
atacantes, zagueiros, laterais e goleiros.

ACNT3R577X ACE I/ID
RR RX XX DD ID Il
Meio-
0.44 0.49 0.07 0.48 0.46 0.06
campistas
Atacantes 0.47 0.33 0.20 0.37 0.53 0.10
Zagueiros 0.31 0.53 0.16 0.20 0.55 0.25
Laterais 0.42 0.36 0.16 0.32 042 0.26
Goleiros 0.35 0.53 0.12 0.41 0.47 0.12

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Para verificar diferengas estatisticas das frequéncias de genotipos de ACTN3 R577X
entre as posicdes, foi utilizado o teste exato de Fisher, que mostrou ndo haver diferencas
significativas entre os grupos com p = 0.6977091.

Observou-se que Meio-Campistas, com 48% (n=22), apresentaram a maior frequéncia
observada do gendtipo DD e Zagueiros a menor, com 20% (n=4).

Heterozigotos tiveram maior frequéncia entre Zagueiros, com 55% (n=11) e a menor
em Laterais com 42% (n=8).

Por fim, o gen6tipo 11 teve maior presenga entre Laterais e Zagueiros, com 26% e 25%,
respectivamente (ambos n=5) e a menor em Meio-Campistas, com 6% (n=3).

Para verificar diferengas estatisticas das frequéncias de genotipos de ACTN3 R577X
entre as posicdes, foi utilizado o teste exato de Fisher, que mostrou ndo haver diferengas
significativas entre os grupos com p = 0.6977091.

O teste de Fisher também foi utilizado para observar diferengas estatisticas entre os
grupos € ACE I/D e ndo se mostrou significativo, com p = 0.3464594.

Para ser visivel graficamente, os polimorfismos foram analisados separadamente

através de grafico de barras, nas Figuras 8 (para ACTN3 R577X) e 9 (para ACE I/D).
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Figura 8: Grafico em barrascomparando as frequéncias genotipicasde ACTN3 R577X (eixo Y), em porcentagem,
entre cada um dos grupos taticos: atacante, zagueiro, lateral, meio-campo e goleiro (eixo X). A barra em preto
corresponde ao gendtipo RR, em cinza escuro o genétipo RX e cinza claro XX.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Figura 9: Grafico em barras comparando as frequéncias genotipicas de ACE I/D (eixo Y), em porcentagem, entre
cada um dos grupos taticos: atacante, zagueiro, lateral, meio-campo e goleiro (eixo X). A barra em preto
corresponde ao gendtipo DD, em cinza escuro o gendtipo ID e cinza claro II.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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Por fim, foi realizado um estudo de frequéncias entre a associagdo desses

polimorfismos, cujo resultado podemos ver na Figura 10.

Figura 10: Grafico em barras mostrandoa frequéncia (eixo Y) de cada uma das possiveis combinagdes de genotipos
para ACE I/D e ACTN3 R577X: RX+ID, RX+II, RX+DD, RR+ID, RR+DD, RR+II, XX+ID, XX+DD e XX+II
(eixo X).

30

Frequéncia (%)

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Foi realizado y?> de homogeneidade e verificado que a distribuigdo de frequéncias ndo
foi homogénea entre as 9 possiveis combinagdes de gendtipos para os polimorfismos (- =
64.123, GL=8, p=7.193e-11).

A combinagdo que apresentou maior frequéncia foia jungao dosheterozigotos RX+ID
com 25%, seguida das combina¢cdes RR+ID e RR+DD ambas com 19%, além da combinagao

RX+DD com 14%.

4.1.2 Discussiao
Os resultados mostraram que a distribuicdo entre os gendtipos de ACE e de ACTN3 ¢
diferente dentro do grupo de atletas, sendo que para ambos a maior frequéncia observada ¢ a de

heterozigotos, ID e RX, que tiveram 48% e 45% de frequéncia respectivamente. Além disso,
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foi visto também que os alelos D (ACE) e R (ACTN3) possuem predominancia no grupo de
atletas, com frequéncias muito similares de 63% e 64%, respectivamente.

A predominancia de heterozigotos encontrada no presente estudo esta de acordo com
o observado em outras pesquisas similares realizadas com atletas de outros paises, como o de
Juffer e colaboradores (2009), que observaram que os atletas de futebol espanhéis ndo so
apresentaram maior frequéncia do gendtipo heterozigoto ID de ACE, como também que essa
frequéncia foi maior em comparacdo com corredores de longa distancia. Além disso, os 54
jogadores do estudo apresentaram apenas 13% de frequéncia para II, nimero similar ao
encontrado no presente estudo (JUFFER et al., 2009).

Uma maior frequéncia do gen6tipo ID em atletas de futebol também foi observada por
Cigszcezyk e colaboradores (2016) em jogadores da Polonia, e Ulucan e colaboradores (2015)
em atletas turcos. No entanto, um estudo envolvendo 213 jogadores russos encontrou maior
frequéncia do genétipo DD, sendo 50.7%, enquanto ID apresentou 28.6%. (EGOROVA et al.,
2014).

Em relagdo aos geno6tipos do polimorfismo ACTN3 R577X, Santiago e colaboradores
(2007) observaram uma frequéncia maior de RR do que RX em atletas espanhois da primeira,
segunda e terceira divisdo. Observacdes semelhantes foram feitas em atletas profissionais da
segunda divisdo da Italia, onde a frequéncia de RR foi de 49% e RX 39% (GALEANDRO et
al., 2017). Nesse mesmo estudo, ¢ notavel a grande diferenca que se encontrou em relagdo ao
polimorfismo para ACE, onde o homozigoto DD teve uma frequéncia muito maior do que o
heterozigoto 1D, com 82% e 9%, respectivamente, sendo esta ultima a mesma frequéncia
apresentada por II (GALEANDRO et al., 2017).

Um estudo feito com atletas de futebol brasileiros observou que a frequéncia de RX
foi significativamente maior e XX significativamente menor em categorias de atletas séniores,
onde o nivel competitivo ¢ maior, em comparagcdo com atletas de base. Segundo os autores,
essa observacdo pode indicar uma sele¢ao artificial para o sucesso de carreira dos atletas
(COELHO et al., 2018a).

Apesar das discordancias nas frequéncias genotipicas, ¢ um achado em comum para
todos os trabalhos citados que as frequéncias alélicas de R e D sejam maiores do que X eI para
cadarespectivo polimorfismo.

Ao se comparar as frequéncias al€licas obtidas com trabalhos realizados em esportes
de resisténcia, verifica-se que a frequéncia de ACE I no presente trabalho foi menor do que em

atletas africanos de triatlon, por exemplo, onde os 100 triatletas com menor tempo de prova
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apresentaram frequéncia de 51.5% (COLLINS et al., 2004), um nimero substancialmente
maior que os 37% obtidos no presente trabalho. O mesmo ocorre se compararmos com ciclistas
e corredores de longa distancia, com frequéncia do alelo I de 54% e 55%, respectivamente
(ALVAREZ et al., 2000).

J& em comparacdo com esportes que exigem for¢a e poténcia muscular, como
nadadores de curta distancia, vemos que a frequéncia de ACE D ¢ ligeiramente maior nesses
atletas, com 69% em atletas europeus (WOODS ef al., 2001), do que os 63% obtidosno presente
estudo. Essa diferenga € maior se compararmos com um trabalho envolvendo atletas russos da
mesma modalidade, onde os atletas de melhor performance dentro do grupo decurtas distancias
apresentaram frequéncia do alelo D igual a 72% (NAZAROV etal., 2001).

Em relagdo a0 ACTN3, um estudode Yang e colaboradores (2003) analisou 429 atletas
de elite (isto €: que participaram ou participam em competi¢des internacionais) de 14 diferentes
modalidades, divididos entre atletas de “sprint” e atletas de “resisténcia”. Observou-se a
frequéncia de 72% doalelo R em atletas de sprint, enquanto que no presente estudo a frequéncia
de R foi de 64%. Enquanto isso, o mesmo trabalho encontrou uma frequéncia de X de 46% nos
atletas de resisténcia (YANG et al, 2003), um nimero também maior do que os 36%
encontradas entre os atletas de futebol estudados aqui.

Todas essas observagdes em conjunto mostram que os resultados do presente trabalho
ndo se encontram similares nem com os resultados de atletas de resisténcia nem com atletas de
forga e poténcia muscular. Evidenciando, dessa forma, o carater misto do futebol, onde nao s6
caracteristicas de forga e poténcia muscular sdo desejaveis, mas a resisténcia aerébica também
se mostra importante.

Com isso, as frequéncias do alelo X de ACTN3 ¢ alelo I de ACE se mostram
aumentadas em comparagdo com esportes de forga e poténcia e os alelos R e D também em
maior quantidade do que atletas de resisténcia. Isso pode ser devido a observada grande
frequéncia de atletas heterozigotos, que se mostrou o genétipo de maior frequéncia para os
atletas de futebol estudados.

Além disso, as diferencas observadas e citadas anteriormente entre os estudos dentro
do futebol podem advir da origem distinta dos atletas, originarios dos mais diversos paises,
fazendo com que esse tipo de observagiao ndo s6 dependa do esporte em questdo, mas também
da populacao estudada. A frequéncia alélica de ACTN3 R, por exemplo, ¢ conhecida por grande
variancia entre populagdes, e encontrado em proporgdes aumentadas principalmente em

populacdes de origem africana (GREALY et al., 2013).
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No caso do Brasil, considerar questdes populacionais se mostra um trabalho dificultoso
pois o pais € um modelo de intensa miscigena¢do (GIOLO et al., 2012; KEHDY et al., 2015).
No entanto, € possivel a inferéncia de diferengas populacionais dentro do proprio pais a partir
da divisdo em regides geograficas que exemplificam as diferentes coloniza¢des que o pais
sofreu. Por exemplo, considerando o dito acima, regides do pais que tiveram formagao de
populagdo através da imigracao deindividuos de origem africana, como o Nordeste, apresentam
diferencas em relacdo a regides com formagao europeia mais recente como os estados do sul do
Brasil (KEHDY et al., 2015).

Essa questao foi levantadaem um estudo anterior feito pela autora do presente trabalho,
que considerou uma populagao de 20 atletas de futebolde acordo com os seus estados de origem
e o polimorfismo ACTN R577X. No entanto, a frequéncia do alelo R foi bastante alta e similar
a estudos com atletas africanos, com 72.5%. A explicac¢do levantada pelo trabalho foi a historia
de imigracdo do estado do Parana (estado com o maior numero de jogadores amostrados), que
mais tardiamente recebeu uma grande quantidade de imigrantes advindos da regido nordeste,
populacdo conhecida por ser fortemente formada por individuos escravizados vindos do
continente africano (ALMEIDA, 2018). Porém, o estudo teve um numero amostral muito
pequeno, o que ndo o torna representativo e também explica a diferenga nos resultados obtidos
em comparagdo com o presente estudo.

Considerando isso, ainda que se esperassem diferencas entre os locais de origem dos
atletas, nos resultados aqui apresentados ndo foram observadas diferencas significativas
considerando-se Nordeste, Sudeste ¢ Sul, que sdo as regides que apresentaram maior
representatividade dentro da amostragem.

Essa auséncia de diferenga pode se dever ao fato de que ao estudar o local de origem
dos atletas nao se realiza, necessariamente, o estudo de sua ancestralidade, ainda que o local de
origem possivelmente seja um indicativo. Outra possibilidade seja de que a populagdo brasileira,
num geral e através das geragoes, ja estd tdomiscigenada que ndo seja possivel tragar diferencas.
Estudos mais aprofundados que considerem a ancestralidade, de fato, dos atletas e questdes
como origem étnica podem ajudar a responder essa questao.

Os resultados também mostraram que nao houve diferenca entre as frequéncias
alélicas de atletas e individuos controle.

Trabalhos anteriores relataram diferenga na distribuicdo dos alelos entre atletas de
futebol e individuos controle, mostrando uma maior frequéncia do alelo R de ACTN3 e, por

consequéncia, menor frequéncia do alelo X no grupo de atletas em comparagdao com individuos
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controle (SANTIAGO etal., 2008; YANG et al., 2003). Essa foi uma observagdao também feita
nos resultados do presente estudo, com excecdao de atletas e controle do nordeste, onde a
populacao controle teve uma frequéncia 8% maior doalelo R e menor do alelo X do que atletas.
Apesar de nenhuma diferenga ser estatisticamente significativa, ¢ interessante observar esse
ultimo dado sob a perspectiva populacional.

Considerando a formagao da populagdo donordeste como primariamente deinfluéncia
africana (KEHDY et al., 2015), ¢ possivel estarmos observando uma tendéncia de maior
frequéncia dos alelos de forga e poténcia muscular na populagao controle, € uma “necessidade”
de que o alelo X tenha maior presenga para atletas do futebol considerando as exigéncias do
esporte. Um fendmeno que parece nao ocorrer em outras populagdes do Brasil pois suas
populagdes controle, em si, ja possuem uma frequéncia alélica mais semelhantes a dos atletas
de futebol.

Um estudo realizado com atletas de futebol Iranianos mostrou menor niimero de
heterozigotos de ACTN3 nos atletas, comparados a individuos controle (HONARPOUR etal.,
2017). O mesmo foi visto em um estudo com 60 futebolistas espanhois de alto nivel, onde
atletas apresentaram uma frequéncia de RX de 36.7% enquanto individuos controle (n = 123)
apresentaram frequéncia de 53.7%. (SANTIAGO et al., 2008).

Nos resultados do presente estudo, pode-se perceber que para todas as populacdes de
atletas e controle estudadas (entre as trés regides geograficas), a frequéncia de heterozigotos se
mostrou menor em atletas do que individuos controle. Mesmo que estatisticamente nao
significativa, essa diferenca chegou a 10% entre individuos do nordeste. O que pode indicar
que, ainda que o futebol exija caracteristicas mistas de performance, ha uma tendéncia maior
de frequéncia dos homozigotos em comparagdo com a populagdo controle.

Além disso, outros estudos também observaram a nao diferenga entre frequéncias de
atletas e controle para ACE (GALEANDRO etal., 2017; CIESZCZYK etal., 2016; WEI, 2021),
ACTN3 (GALEANDRO et al., 2017; MASSIDDA et al., 2012), inclusive estudos com atletas
de futebolbrasileiros, como os de Coelho e colaboradores (2018) e Salgueirosa e colaboradores
(2017). Apesar de nenhuma diferenca significativa, os estudos também apresentaram maior
frequéncia dos alelos R em atletas de futebol profissionais do Brasil em comparagdo com
individuos controle, e dentro da populagdo de atletas os gendtipos RX e ID foram os de maior
frequéncia (COELHO etal., 2018a; SALGUEIROSA etal., 2017).

Sendo assim, admite-se que os polimorfismos ACTN3 R577X e ACE I/D talvez ndo

sejam os melhores marcadores para o futebol, uma vez que as frequéncias nao apresentam
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divergéncia dapopulagdo controle. Uma das explicagdes para isso €, novamente, o carater misto
do esporte, que faz com que, ainda que seja necessaria uma alta frequéncia dos alelos R e D, os
alelos X e I se fazem também importantes pelos momentos de alta resisténcia que o esporte
exige.

No entanto, apesar da caracteristica de ser um esporte misto, o futebol possui posicdes
taticas com necessidades fisiologicas diferentes, o que foi considerado e, portanto, esperado
encontrar diferengas significativas entre as posigoes.

Foi possivel observar que, de fato, dentro do polimorfismo ACTN3 R577X, a posi¢do
de atacante foi a que apresentou a maior frequéncia de atletas homozigotos para R, gendtipo
conhecido pela caracteristica de for¢a e poténcia muscular, o que foi de acordo com a posi¢ao
em questdo, que demanda muitos momentos de explosdo muscular e sprint (STOLEN et al.,
2005; CLOS et al., 2020).

Ja para o genotipo RX, as frequéncias mais observadas foram em Zagueiros e Goleiros,
seguidos de atletas de Meio-Campo. O dado se mostra interessante pois Zagueiros ¢ Meio-
Campistas necessitam de resisténcia muscular, ja que possuem a demanda de percorrer grandes
distancias durante o jogo, mas ao mesmo tempo ¢ facil supor que uma caracteristica de
velocidade possa conferir alguma vantagem para esses atletas. Sendo assim, o gendtipo
heterozigoto parece suprir ambas as necessidades.

Para homozigotos XX a maior frequéncia observada foi, de forma surpreendente, em
atacantes. No entanto, logo em seguida encontram-se os Zagueiros ¢ Laterais que, de fato, sdo
posi¢cdes que apresentam uma maior demanda de resisténcia muscular.

Ainda que seja possivel observar essas distribuicdes, as diferencas nao foram
suficientes, de acordo com a estatistica, para suportar dizer que as diferentes posi¢des taticas
demandam diferentes backgrounds genéticos.

Apesar de alguns trabalhos como de Egorova e colaboradores (2014) e Clos e
colaboradores (2020) terem encontrado diferencas significativas entre as posi¢cdes no futebol,
onde goleiros apresentaram um aumento do alelo D do ACE (EGOROVA et al., 2014) e, assim
como no presente estudo, atacantes apresentarem maior tendéncia para o alelo R de ACTN3
(CLOS et al., 2020), outros trabalhos também ndo encontraram diferencas entre as posigoes
taticas.

Como exemplo, ndo s6 ndo foram encontradas diferengas entre atletas de futebol e
individuos controle, como também dentre as posi¢cdes taticas em um estudo com atletas

poloneses. Os atletas divididos entre atacantes, defensores, meio-campistas e goleiros nao
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apresentaram diferenga significativa de frequéncias dos genotipos para ACE ID (CIESZCZYK
et al., 2016). Ja um estudo com atletas lituanos revelou diferencas de frequéncias nos genotipos
de ACE I/D para defensores e meio-campistas (com frequéncia do genotipo ID aumentada),
mas nao para os atacantes e goleiros (GINEVICIENE etal., 2014).

Essa falta de associacdo pode ser explicada pelo que foi mencionado anteriormente e
ja considerado como hipdtese por outros autores, de que o esporte possui uma natureza mista,
onde os sistemas anaerobico e aerobico se mostram como importante fatores para a performance
esportiva. Além disso, segundo levantado por Cigszczyk e colaboradores (2016) , o futebol €
um esporte onde a tatica e técnica sdo tdo importantes quanto a performance fisica, e essas
caracteristicas provavelmente ndo poderao ser explicadas por fatores genéticos. Pelo menos nao
os relacionados com a fisiologia muscular ou circulatoria. Uma outra questdo que pode ser
levantada ¢ a possibilidade de que o esporte possa estar, hoje, ja muito diversificado e certas
posi¢des podem se sobrepor, a0 mesmo tempo em que atletas podem atuar em mais de uma
posicdo durante suas carreiras, o que faz com que uma especificidade possa ser mais
dificilmente encontrada.

Por fim, um achado interessante foi a observacdo de uma maior frequéncia da
combinagdo entre os dois heterozigotos, RX + ID, que tiveram frequéncia de 25% do total da
amostra. Com isso, chegamos na confirmagdo, mais uma vez, que a combinacao de poténcia
com resisténcia muscular ¢ importante no futebol.

Além dessa combinagdo, RR + DD e RR + ID apresentaram frequéncias notorias
dentro da amostra. E interessante observar o dado pois mostra que a combinagdo de ACTN3 RR
com ao menos um alelo D de ACE ¢, de certa forma, vantajosa para atletas de futebol.

Um estudo com 43 atletas italianos mostrou uma tendéncia de prevaléncia de ACTN3
RR ¢ ACE DD em co-ocorréncia (GALEANDRO et al., 2017) e Egorova e colaboradores
(2014) afirmaram, a partir de seus resultados, que ACED e ACTN3 R se mostram vantajosos
para a performance no futebol, e ter esses alelos (em conjunto com outros apontados no estudo),
aumenta a probabilidade de se tornar um atleta de futebol de elite (EGOROVA etal., 2014).

Todos esses dados, em conjunto, admitem a no¢do de que a for¢a e poténcia muscular
possui um papel importante na determinagdo do sucesso no futebol, ainda que o metabolismo
anaerdbico domine a forma de producao de energia no esporte (BANGSBO, NORREGAARD,
THORSQE, 1991; REILLY & THOMAS, 1976).

Sendo assim, se tratando de um esporte de equipe com carater misto - dependente de

for¢a e também de poténcia muscular, além de outras habilidades que nao estdo inerentes ao
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perfil fisico do atleta, como a tatica e o proprio trabalho de interacdo em equipe (BARH &
AHMETOV, 2019) -, o presente estudo mostra no futebol brasileiro um aumento de frequéncia
para heterozigotos, além da falta de diferenca alélica significativa com individuos controle, que
pode ser explicada pelo aumento da frequéncia do alelo X, em comparacdo com trabalhos com
atletas de forca e poténcia muscular, e uma falta de diferenca entre as posi¢des taticas, que nao
s6 podem ser hoje em dia muito dificeis de delimitar como também parecem necessitar de
ambas as caracteristicas de forga e poténcia muscular para uma performance de alto nivel e

possivelmente decisiva.

4.2 RELACAO DOS POLIMORFISMOS ACTN3 R577XE ACE I/D COM POTENCIA
MUSCULAR

4.2.1 Resultados

A poténcia muscular foi analisada através da altura do salto no teste de
countermovement jumps (CMJ). Para andlise, foi calculada a média de altura do CMJ para cada
genotipo de cada polimorfismo (para observar os dadosde forma tabelada, consultar Apéndices
A eB).

Para ACTN3 o resultado grafico pode ser visualizado pelo boxplot da Figura 11.

Figura 11: Grafico do tipo boxplot mostrando a média dos valores de altura do salto (em centimetros) no teste de
CMJ para cada um dos genotipos de ACTN3 R577X. Além das médias, os valores maximos, terceiro quartil,
primeiro quartile o valorminimo para cada um dos grupos, além de um outlier em XX, podem ser visualizados.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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A maior média de altura do CMJ em ACTN3 R577X foi observada no gendtipo XX,
com 45.42 cm (dp = 4.21; mediana = 44.65; dam = 1.56; min = 39.7; max = 54.1; var = 14.4),
seguido de RR com média 43.93 cm (dp=4.81; mediana = 44.1; dam = 5.04; min = 34.8; max
=52.1; var = 17.3) e por fim RX com média 43.25 cm (dp = 6.65; mediana =43.8; dam = 6.75;
min = 32.5; max = 58.2; var = 25.7).

Para ACE I/D a mesma analise foi realizada e os resultados podem ser observados na

Figura 12.

Figura 12: Grafico do tipo boxplot mostrando a média dos valores de altura do salto (em centimetros) no teste de
CMJ para cada um dos genoétipos de ACE I/D. Além das médias, os valores maximos, terceiro quartil, primeiro
quartil e o valor minimo para cada um dos grupos.

—
w | |
— L I — 1
E ! | -
o L] ] 1 1 |
— L 1 1 |
= | | '
O 5 '
L]
|- -l
L]
= < :
=, ; !
. —_—
o]
| | |
Del/Del InDel In/ln

Genotipo ACE D

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A maior média de altura do salto em ACE I/D foi observada para o genotipo ID com
45.01 cm (dp=5.37; mediana = 44.6; dam = 5.63; min = 36; max = 58.2; var = 22.2), seguido
do gendtipo I com 44.19 cm (dp = 5.94; mediana = 44.3; dam = 2.67; min = 32.5; max = 52.1;
var = 19.6) e por fim o gen6tipo DD com 42.12 cm (dp = 5.23; mediana = 43.3; dam = 5.38;
min = 34.8; max = 54.1; var = 19.3).

3 dp — desvio padrio,
dam —desvio absoluto médio,
min — valor minimo,
max —valor maximo,
var— varia¢do (diferenga entre 0o maiore menor valor).
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A ANOVA de duas vias mostrou que ndo ha efeito dos gendtipos de ACTN3 e ACE,
isoladamente, nos valores de CMJ (para ACTN3: F (2,36) =2.547 p = 0.0924; para ACE: F (2,
36)=2.264 p=0.1185) e nem mesmo a interacdo dos genes apresenta influéncia significativa
nos valores de poténcia muscular (F (4, 36) = 1.737 p = 0.1633). Andlises subsequentes com o
teste de Tukey mostraram que nao houve influéncia significativa entre nenhuma das
combinagdes dos genotipos com os valores de CMJ.

Ao se analisar o CMJ dentro das posigdes téticas, observa-se o grafico na Figura 13.

Figura 13: Grafico em barras mostrando a média de altura do salto (em centimetros) e desvio padrdo, para cada
uma dasposi¢des taticas divididas: Atacante, Goleiro, Lateral, Meio-Campo e Zagueiro.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

As maiores médias para CMJ foram encontradas entre os Goleiros, com 46.33 cm,
seguidos pelos Zagueiros, com 45.9 cm, Atacantes com 44.99 cm, Laterais com 43.75 cm e
Meio-Campo em ultimo lugar com 39.95 cm.

Isoladamente comparando os valores de CMJ levando em conta apenas as posigoes
taticas, ndo foram encontradas diferencas entre os grupos (F (4, 29) =2.552 p=0.0603). Ao se
avaliar os valores de CMJ comparados dentre os diferentes genotipos divididos pelas posigoes
taticas avaliadas, a ANOVA de duas vias se mostrou significativa para o ACTN3 (F (4, 20) =

3.495 p=0.0255) mas o post-hoc de Tukey nao identificou quais foram os grupos que diferiram
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entre si. Enquanto isso, para ACE nao houve diferenca significativa (F (8, 29) = 1.257 p =
0.3032). O post-hoc de Tukey também ndo indicou nenhuma diferenga entre os grupos.

Os valores de CMJ foram também divididos entre quartis de desempenho e as
frequéncias de cada genotipo para cada polimorfismo foram comparadas a fim de verificar
alguma influéncia.

Para ACTN3 foi possivel observar que o Quartil superior de desempenho (4 Q) obteve
frequéncias iguais para RR e RX (de 42% ambos), enquanto que XX foi o gen6tipo com menor
frequéncia, com 16%. Ja para o Quartil 3, a frequéncia de RX e XX se iguala a 27%, sendo essa
amaior frequéncia encontradapara XX entre todos os quartis, enquanto o genotipo RR continua
sendo o de maior frequéncia, com 46%. Nos dois quartis inferiores de desempenho, comegando
com o Quartil 2, o genotipo RR continua tendo maior expressividade, com 57%, com RX em
seguida com 27% e XX apos, com 18%, sua segunda maior porcentagem entre os quartis. Por
fim, o quartil mais inferior de desempenho, 1 Q, apresentou o RX como maior frequéncia, com
58%, seguido do RR com uma frequéncia bem menor de 34% e XX com 8%, como se vé na

Figura 14.

Figura 14: Grafico de barras mostrando a frequéncia genotipica (em porcentagem - eixo y) de cada um dos
geno6tipos de ACTN3 R577X (nasbarras- RR em preto, RX em cinza escuro e XX em cinza claro) para cada quarti
de desempenho no CMJ. No eixo X temos4Q que corresponde ao quarto quartil (onde estio os maiores valores),
seguido de 3Q que corresponde ao terceiro quartil, 2Q que corresponde ao segundo quartile 1Q que corresponde
ao primeiro quartil (com os menores valores obtidos no teste).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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Foi realizado o teste de Fisher para verificar se as diferengas de frequéncia dos
gendtipos entre os quartis sdo estatisticamente significativas e o p = 0.4477644 indicou nao
haver diferencga estatistica.

Para 0 ACE, o maior quartil de desempenho, 4 Q, apresentou uma frequéncia igual de
homozigotos DD e II, com 17% cada, enquanto o heterozigoto se sobressaiu com 66%. No
terceiro quartil o heterozigoto continua apresentando a maior frequéncia, com 46%, seguido do
homozigoto para D com 36% e por ultimo o homozigoto para I, com 18% de frequéncia. No
segundo pior quartil de desempenho, 2 Q, temos o heterozigoto em maior frequéncia também,
com 46%, mas os homozigotos igualam novamente suas frequéncias, com 27%, sendo essa a
maior frequéncia alcangada por II. Por fim, o pior quartil dedesempenho, 1 Q,teve um aumento
expressivo de DD, com 50% de frequéncia, seguido de ID com 42% e II por ultimo, com 8%

de frequéncia, como observa-se na Figura 15.

Figura 15: Grafico de barras mostrando a frequéncia genotipica (em porcentagem - eixo y) de cada um dos
gendtipos de ACE I/D (nas barras - DD em preto, ID em cinza escuro e II em cinza claro) para cada quartil de
desempenho no CMJ. No eixo X temos 4Q que corresponde ao quarto quartil (onde estdo os maiores valores),
seguido de 3Q que corresponde ao terceiro quartil, 2Q que corresponde ao segundo quartil e 1Q que corresponde
ao primeiro quartil (com os menores valores obtidosno teste).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

O Teste de Fisher indicou ndo haver diferencas estatisticas nos valores de CMJ entre
os quartis (p = 0.4228828).
Por fim, foi verificado o desempenho de cada posicao tatica avaliando-se a frequéncia

dos quartis dentro de cada grupo, como mostra a Figura 16.



58

Figura 16: Grafico em barras mostrando a frequéncia (em porcentagem — eixo y) de cada uma das posi¢des
divididas (atacante, goleiro, lateral, meio-campo e zagueiro — eixo x) entre os quartis de desempenho de CMJ
(barras - 4Q que corresponde ao quarto quartil [onde estdo os maiores valores], seguido de 3Q que corresponde ao
terceiro quartil, 2Q que corresponde ao segundo quartil e 1Q que corresponde ao primeiro quartil [com os menores
valores obtidos no teste]).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Atacantes apresentaram maior frequéncia dos Quartis 4 e 3, ambos com 30.77%,
seguido dos quartis 2 e 1, com 23.08% e 15.38% respectivamente. Goleiros apresentaram 50%
de frequéncia do Quartil 4 e 25% dos quartis 1 e 2, sem a presenga de valores no Quartil 3.
Laterais tiveram sua maior frequéncia no Quartil 3, com 37.5%, seguido os quartis 2 ¢ 1 com
25% e Quartil 4 com 12.5%. Meio-Campo apresentou maior frequéncia do Quartil 1, com
54.55%, Quartil 2 com 27.27% e quartis 3 e 4 com 9.09% ambos. Por fim, Zagueiros
apresentaram maior frequéncia nos quartis 4 e 3, ambos com 37.5%, seguidos do Quartil 2, com
25%, nao encontrando-se valores no Quartil 1.

Apesar dessas diferencas, a analise da frequéncia dos quartis de desempenho em cada

posi¢do tatica também ndo mostrou significdncia entre os grupos, com p = 0.385427.
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4.2.2 Discussiao

A proteina a-actina-3 ¢ um importante componente da linha Z do sarcomero
(MACARTHUR & NORTH, 2004), sendo presente quase exclusivamente em fibras
musculares rapidas (tipo II), onde a proteina além de ser crucial para a contragdo rapida também
confere uma maior capacidade de absor¢ao e transmissao da forga, por estabilizar o aparato
contratil (MILLS et al., 2001). Considerando essas caracteristicas, aqueles que possuem a
proteina parecem ter maior capacidade muscular de forga, fator fortemente limitante para
performance em diversos esportes (dentre eles, o futebol) (MASSIDDA et al., 2012).

Ja em relagdo ao ACE I/D, estudos apontam a relacdo do polimorfismo com forga
muscular, onde uma maior presen¢a da enzima esta diretamente relacionada com maior forga
muscular, principalmente em resposta ao treinamento (FOLLAND et al., 2000; GIACCAGLIA
et al., 2008; WILLIAMS et al., 2005). Essa associacao pode ser relacionada ao fatode que a
enzima conversora de angiotensina ¢ expressa no musculo esquelético, onde a Angiotensina Il
se mostra um fator necessario para a transducgao de forgas para produzir crescimento muscular
(WILLIAMS et al, 2005). Além disso, Zhang e colaboradores demonstraram associacdo de
uma maior presen¢a da enzima conversora de angiotensina com uma propor¢ao maior de fibras
musculares do tipo II, de contragdo rapida (ZHANG et al., 2003).

No presente estudo ndo foram encontradas diferencas significativas entre os gendtipos
de ACTN3 R577X e ACE I/D, nem individualmente nem em conjunto, em relacdo a forca
muscular acessada através do salto vertical. O que vai de acordo com estudos em atletas de
basquete (GARATACHEA et al., 2014) e atletas de voleibol (RUIZ et al., 2011), onde ndo
foram encontradas relagdes entres testes de salto (um deles também countermovement jump) e
o genotipo para ACTN3.

Koku e colaboradores (2019), ao avaliar atletas amadores de futebol caucasianos
também ndo encontraram nenhuma relagdo significativa entre os gendtipos de ACTN3 R577X e
as performances no teste de countermovement jump. O estudo também avaliou individuos
sedentarios e ndo obteve diferencas significativas (KOKU et al., 2019) com atletas de futebol
e, assim sendo, nenhuma relacdo com a performance em CMJ.

Poucos estudos comparam a performance em CMJ com genotipos de ACE I/D. Uma
pesquisa conduzidacom 58 atletas de rugby, que buscou avaliar a poténcia muscular daspernas,
também nao encontrou diferencas significativas entre os genotipos € a performance de salto no

testede CMJ (BELL et al., 2010).
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E importante ressaltar que todas as médias obtidas como resultado apresentaram
grandes valores de desvio padrdo, chegando a até 6.65 cm para RX. Esse fato pode ter sido
responsavel pela perda de diferengas significativas entre os gendtipos estudados.

Sendo assim, apesar de alguns trabalhos concordarem com os achados no presente
estudo, muitos outros encontraram associagdo da altura do salto com genotipos de ACTN3 e
ACE. Atletas poloneses de diferentes esportes (voleibol, nata¢ao, canoagem e hockey no gelo)
apresentaram associacdo onde a média de salto do gendtipo RR foi significativamente maior do
que 0 XX de ACTN3 (ORYSIAK etal., 2014).

Enquanto isso, Dionisio e colaboradores (2017) encontraram indices superiores de
performance no salto e testes de sprint para atletas com o gen6tipo DD para ACE. Nesse estudo,
realizado com atletas brasileiros de futebol, os genotipos RR e RX para ACTN3 também
mostraram as melhores performances (DIONISIO etal., 2017).

De modo geral, o que se observa em grande parte da literatura onde ¢ vista uma
associacdo entre a forca muscular e os genotipos ¢ que: para ACTN3 os gendtipos RR e RX
apresentam as melhores performances de forca e poténcia (MASSIDDA, SCORCU, CALO,
2014; PIMENTA et al., 2012; DRUZHEVSKAYA etal., 2008; KIKUCHI et al., 2014) e para
ACE os genotipos DD e ID (ATABAS et al.,2020; FOLLAND et al., 2000; PAPADIMITRIOU
et al., 2016) possuem destaque na performance dos mesmos aspectos.

No entanto, no presente estudo as maiores médias de CMJ foram observadas para o
genotipo XX de ACTN3 e o gen6tipo ID para ACE, sendo45.42 cme 45.01 cm, respectivamente.
Os menores valores médios para cada um dos genes ficaram para RX e DD, com 43.25 cm e
42.12 cm, respectivamente. Bell e colaboradores (2012) também nao encontraram diferencas
significativas em atletas de rugby e, da mesma forma que o presente estudo, ao contrario das
expectativas, encontraram a maior média de CMJ para o gendtipo XX em comparagdo as
médias de RR e RX (BELL et al., 2012).

Ao observarmos as caracteristicas de altura do salto por posi¢ao, ¢ possivel encontrar
diferenca estatistica ao analisarmos a influéncia do ACTN3, ja que a ANOV A de duas vias se
mostrou significativa (p =0,0255). Sendo assim, existe uma relacdo entre a capacidade de salto
e os gendtipos do polimorfismo, considerando as posigoes taticas divididas. No entanto, o post-
hoc ndo foi capaz de identificar onde estaria essa diferenga entre os grupos, tornando dificil
inferir para qual das posi¢des taticas e de que forma o genétipo influencia na performance,

cabendo apenas uma analise mais individual considerando os outros resultados apresentados.



61

Em um estudo também de Bell e colaboradores (2010), novamente com atletas de
rugby, também foram encontradas diferencas entre os atletas divididos entre “forwards”,
aqueles que atuam na linha de frente, e “backs”, os que jogam na linha de tras. Foi possivel
observar que atletas de posicdes caracterizadas como “backs” possuiam significativamente
maiores valores de poténcia muscular dentro do genotipo ID (BELL et al., 2010).

De acordo com os resultados, ¢ importante notar que Goleiros apresentaram a maior
média de desempenho no salto, o que vai de acordo com as caracteristicas da posi¢ao, onde ha
uma necessidade de poténcia e resposta muscular mais rapida para realizar defesas, além do
fato de que normalmente eles sdo os atletas mais altos da equipe (BOONE et al., 2012), como
também demonstrado pelos dados que apontaram a maior média dealtura e massa corporal para
goleiros. Enquantoisso, a menor média de desempenho ficou para Meio-Campistas que, de fato,
possuem uma maior caracteristica de resisténcia muscular (e ndo de forga), j4 que cobrem uma
maior distdncia durante o jogo, como discutem alguns trabalhos classicos de fisiologia do
futebol como Reilly e Thomas (1976), Ekblom (1986) e Bangsbo e colaboradores (1991).

Os dados concordam com os achados de Haugen e colaboradores (2013), onde Meio-
Campistas também tiveram uma menor capacidade de salto do que outras posicdes. Nesse
mesmo estudo, Goleiros também tiveram a melhor performance entre as posi¢des, assim como
foi observado por Boone e colaboradores (2012) (HAUGEN, TONNESSEN, SEILER, 2013;
BOONE et al., 2012). Nesse ultimo, atletas de futebol poloneses foram avaliados mostrando,
novamente, que Goleiros e Zagueiros apresentaram os melhores resultados de salto (BOONE
et al., 2012).

Além desses estudos, duzentos e setenta atletas de futebol Croatas também foram
avaliados em relagdo ao CMJ de acordo com suas posi¢des e, apesar de também ndo
apresentarem diferencas significativas, as melhores médias de salto vertical também foram
detectadas para Goleiros (SPORIS et al., 2009).

Porém, como no presente estudo os valores de CMJ poderiam variar muito dentro de
cada grupo, optou-se pela divisdo entre quartis para observar a possibilidade de maiores
frequéncias de certos genotipos em quartis inferiores ou superiores de desempenho.

Ainda que ndo tenha sido verificada significadncia em nenhuma das comparagdes
entre quartis, genes € posi¢des (em conjunto e isoladamente), € interessante perceber que quartis
superiores de desempenho apresentaram RR como o genotipo de maior frequéncia, enquanto

que o quartil mais inferior de desempenho (1Q) € o inico onde isso ndo acontece, onde RX se
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sobressai em frequéncia. Os resultados se mostram concordantes com o que ja foi discutido
anteriormente sobre a associa¢do desses genodtipos com forga e poténcia muscular.

Em relagao ao ACE, o heterozigoto se sobressai em todas as categorias com excegao
do quartil mais inferior, onde a maior frequéncia ¢ vista para o homozigoto DD.

Por fim, ao analisarmos as posi¢des isoladamente, sem considerarmos a genética,
posi¢des como atacante aparecem com destaque nos quartis mais superiores € Meio-Campistas
apresentam maior frequéncia dentro de quartis inferiores. E um dado que, apesar de ndo
significativo estatisticamente, mostra que essas posi¢oes estdo, de fato, demonstrando
performance diferente e deacordo com o que € esperado e ja foi discutido anteriormente através
das médias para cada grupo.

De forma geral, os resultados demonstram que parece nao haver influéncia genética

de ACE e ACTN3 no desempenho de atletas no teste de countermovement jumps.

4.3 RELACOES DOS POLIMORFISMOS ACTN3 R577XE ACE I/D COM MARCADOR
DE LESAO MUSCULAR

4.3.1 Resultados

Os niveis de CK foram avaliados de acordo com os grupos de genotipos para cada
polimorfismo. Para isso, se utilizou a média para comparacao apoOs a remogao de outliers em
cada grupo. Para ACTN3 obteve o boxplot na Figura 17 (para observar os dados de forma
tabelada, consultar Apéndices A ¢ B).

A maior média de niveis de CK sanguinea foi no RR, com 610.56 U/L (dp = 265.87;
mediana = 597.33; dam = 332.52; min = 262.93; max = 1254.57; var = 991.64), seguido do
grupo XX com média igual a 557.95 U/L (dp = 284.79; mediana = 480.17; dam = 322.08; min
= 230; max = 1112; var = 791.23) e por ultimo o grupo RX com média de 491.01 U/L (dp =
189.34; mediana = 459.89; dam = 196.17; min = 158.89; max = 950.12; var = 791.23).



63

Figura 17: Grafico dotipo boxplot mostrando a média dos valores de concentragdode CK sanguinea (em
U/L — eixo Y) para cada um dos gendtipos de ACTN3 R577X (eixo X). Além das médias, os valores
maximos, terceiro quartil, primeiro quartil e o valor minimo para cada um dos grupos podem ser
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Para ACE I/D também foram retirados os outliers para a média em cada grupo. Para
visualizacdo grafica dos dados foi gerada a Figura 18.
Figura 18: Grafico do tipo boxplot mostrando a média dos valores de concentragcdo de CK

sanguinea (em U/L — eixo Y) para cada um dos gendtipos de ACE I/D (eixo X). Além das
médias, os valores méaximos, terceiro quartil, primeiro quartile o valor minimo para cada um

dos grupos.
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A maior média de CK foi visualizada para o gen6tipo ID com média de 597.51 (dp=
248.76; mediana = 569.69; dam = 257.56; min =273.25; max = 1158.83; var = 885.58), seguido
de I com média 520.07 (dp = 200.58; mediana = 556.36; dam = 151.98; min = 158.89; max =
841.41; var = 682.52) e por ultimo o geno6tipo DD com média 510.99 (dp =221.7; mediana =
428.39; dam = 245.31; min = 230; max = 950.12; var = 720.12).

No entanto, a ANOVA de duas vias mostrou que nao houve efeito dos genotipos de
ACTN3 e ACE, isoladamente, nos valores de CK (para ACTN3:F (2,53)=2.274p = 0.1129;
para ACE:F (2,53) =1.955p=0.1517) e mesmo quando analisamos os genes em conjunto nao
¢ possivel observar influéncia significativa nos valores de concentragdo da proteina (F (4, 53)
=2.385p=0.0627). Analises subsequentes com o teste de Tukey mostraram também que ndo
houve influéncia significativa entre nenhuma das combinagdes dos genotipos com os valores
apresentados de CK.

Ao se analisar a CK dentro das posi¢des taticas, observou-se as maiores médias entre
os atacantes, com 660 U/L, seguidos pelos Zagueiros com 577.2 U/L, Laterais com 575.7 U/L,
Meio-Campo com 502.7 U/L e a menor média foi encontrada para os Goleiros, com 349 U/L
(Figura 19).

A ANOVA deuma via indicou ndo haver diferencas significativas entre os niveis de
CK nas posigoes taticas (F (4, 60) = 1.560 p = 0.1966) e ao performar uma ANOVA de duas
vias considerando-se 0s genes como uma outra varidvel, também ndo houve diferenca
significativa (para ACE: F (6, 50) = 0.6255 p = 0.7090; para ACTN3:F (6, 50) =1.482 p =
0.2036). O teste de post-hoc nao apresentou diferenca significativa entre nenhum dos grupos.

No entanto, ao se dividir os valores de CK entre quartis, € possivel perceber diferengas
entre as frequéncias genotipicas em cada quartil. A Figura 20 apresenta a distribuicdo das

frequéncias, em porcentagem, dos genotipos de ACTN3 R577X para cada quartil.
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Figura 19: Grafico em barrasmostrando a média de concentra¢do de CK (em /L — eixo Y) e desvio padrio,para
cadauma dasposigdestaticas divididas: Atacante, Goleiro, Lateral, Meio-Campo e Zagueiro (eixo X).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Figura 20: Grafico de barras mostrando a frequéncia genotipica (em porcentagem - eixo y) de cada um dos
geno6tipos de ACTN3 R577X (nasbarras - RR em preto, RX em cinza escuro e XX em cinza claro) para cada quarti
de concentragdo de CK sanguinea pds-jogo. No eixo X temos4Q que corresponde ao quarto quartil (onde estao os
maiores valores), seguido de 3Q que corresponde ao terceiro quartil, 2Q que corresponde ao segundo quartile 1Q
que corresponde ao primeiro quartil (com os menores valores de concentragdo apresentados).
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O quartil namero 4 (4 Q) € o que possui os maiores valores de CK sanguinea. Como
podemos observar no grafico, esse quartil apresentou uma frequéncia bastante expressiva de
RR, representando 64% dos atletas que possuiram os maiores indices de CK, seguido pelos
outros gendtipos com frequéncias iguais de 18%. Ja no terceiro quartil, 3 Q, a frequéncia maior
¢ observada para o heterozigoto, com 53%, seguido do homozigoto para R, com 41%, e por
ultimo o homozigoto para X com 6%, seu menor valor entre os quartis. J& nos dois quartis
inferiores, comecando com o segundo quartil (2 Q), temos uma diminui¢do na frequéncia de
RR para 31%, RX ¢ a maior frequéncia com 50% e XX tem sua maior representatividade entre
os quartis com 19%. No ultimo quartil, onde os indices de CK sdo os menores, RR representa
47% dos atletas, com RX logo em seguida com 41% e XX sendo 12% da amostra.

Apesar de ser possivel observar a diferenca das frequéncias, essas diferencas ndo
foram consideradas estatisticamente significativas através do teste de Fisher (p= 0.2300467).

Para o gene ACE a mesma analise foi feita e podemos verificar visualmente os

resultados na Figura 21.

Figura 21: Grafico de barras mostrando a frequéncia genotipica (em porcentagem - eixo y) de cada um dos
gendtipos de ACE I/D (nas barras - DD em preto, ID em cinza escuro e II em cinza claro) para cada quartil de
concentracdo de CK sanguinea p6s-jogo. No eixo X temos 4Q que corresponde ao quarto quartil (onde estdo os
maiores valores), seguido de 3Q que corresponde ao terceiro quartil, 2Q que corresponde ao segundo quartile 1Q
que corresponde ao primeiro quartil (com os menores valores de concentragao apresentados).
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As frequéncias de DD e ID foram iguais no quarto quartil, com 41%, e Il com 18%.
No terceiro quartil a frequéncia de DD diminui drasticamente para 29%, enquanto ID representa
a maior frequéncia com 47% e II tem sua maior frequéncia entre os quartis, com 24%. No
segundo quartil os valores de DD e ID se igualam com 44% e II representa 12% do grupo e,
por fim, no ultimo quartil de CK, o que possui os menores valores, DD aparece em primeiro,
com sua maior frequéncia entre os quartis, com 53%, enquanto ID representa 29% do grupo e
IT 18%. O teste de Fisher também indicou que as diferencas ndo foram estatisticamente
significativas com p = 0.8830269.

Por fim, os quartis foram analisados de acordo com as posi¢des taticas como mostra a
Figura 22. Dentro da categoria de atacantes, as maiores frequéncias foram de concentragdao no
Quartil 4 (42.86%), seguido do Quartil 2 e 1 (ambos com 21.24%) e Quartil 3 por fim (14.29%),
Goleiros apresentaram 66.67% do Quartil 1 e 33.33% do Quartil 2, ndo sendo presente nos
outros quartis. Laterais apresentaram 33,33% de frequéncia do Quartil 4, Quartis 3 e 1 apds
com 25% e Quartil 2 com 16.67%. Meio-Campo apresentou maiores frequéncias dos Quartis 2
e 1, ambos com 30.43%, Quartil 3 com 26.09% e por tltimo o Quartil 4 com 13.04%. Por fim,
Zagueiros apresentaram maior frequéncia do Quartil 3, com 38.46%, seguido do Quartil 2 com
30.77% e os quartis 1 e 4 empatados com 15.38% de frequéncia (Figura 22).

Apesar das diferencas apontadas, a andlise da distribui¢do de posigoes taticas entre os
quartis de indices de CK também ndo mostrou diferenga significativa entre os grupos, com p =

0.6392444.
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Figura 22: Grafico em barras mostrando a frequéncia (em porcentagem — eixo y) de cada uma das posi¢des
divididas (atacante, goleiro, lateral, meio-campo e zagueiro — eixo X) entre os quartis de concentragdo de CK
(barras- 4Q que corresponde ao quarto quartil [onde estdo os maiores valores], seguido de 3Q que corresponde ao
terceiro quartil, 2Q que corresponde ao segundo quartil e 1Q que corresponde ao primeiro quartil [com os menores
valores de concentracao obtidos]).
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4.3.2 Discussao

A creatinoquinase ¢ uma enzima citoplasmatica que tem sua concentragdo aumentada
ap6s dano no musculo esquelético causado por exercicio extenuante. Quando a intensidade do
exercicio ¢ grande, um aumento na permeabilidade damembrana plasmatica e a propria ruptura
das células fazem com que a proteina CK esteja mais presente na circulagao, fazendo da mesma
uma espécie de marcador bioquimico indicativo de exercicio intenso e dano muscular
(BRANCACCIO, LIPPI, MAFFULLI, 2010).

Os resultados mostraram ndo haver diferenca significativa entre os genétipos e os
indices de CK sanguinea, individualmente para cada polimorfismo e na combina¢do dosdois.
No entanto, ainda que sem diferengas significativas, uma maior média de niveis de CK foi
observada para os gendtipos RR e ID, de ACTN3 e ACE, respectivamente.

Clarkson e colaboradores (2005) também ndo observaram diferencas nos niveis de CK
em seu estudo realizado com individuos ndo atletas. Os niveis foram comparados antes e apos
0 exercicio excéntrico, onde ndo foi observado nenhum aumento associado com os gendtipos

de ACTN3 R577X (CLARKSON et al., 2005). O resultado, assim como o do presente estudo,
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foi contrario as expectativas de que o alelo XX demonstraria maiores niveis de CK pos
exercicio, em comparagdo aos outros genotipos.

O que se percebe na literatura ¢ que, de forma geral, existe uma diferenga entre os
gendtipos, e os maiores niveis de CK ou de dano muscular no geral (através da coleta de dados
por registro médico, por exemplo) sdo observados para o gendtipo XX de ACTN3. Isso foi
relatado por estudos como o de Larruskain e colaboradores (2018). Neste, atletas de elite do
futebol foram avaliados a respeito da influéncia de 37 SNPs ja estudados previamente com
relacdo a lesdo musculoesquelética. Destes SNPs, 5 foram relacionados significativamente,
ACTN3 R577X sendo um deles onde, como dito anteriormente, os maiores niveis foram para o
genotipo XX, apesar do gendtipo RR apresentar uma recuperagdo mais demorada
(LARRUSKAIN etal., 2018).

Clos e colaboradores (2019) também observaram, em atletas de futebol, o genotipo
XX tendo os maiores indices de lesdo musculoesquelética, seguidos de RR e RX. As lesdes
foram avaliadas através de registro médico e nao foi encontradarelagdo com severidade e tempo
de recuperacdo (CLOS et al., 2019). De mesma forma, Massidda e colaboradores (2019)
também encontraram associa¢do dosmaiores indices de lesdo em atletas de futebol profissionais
da Italia com genotipo XX. Nesse trabalho, tanto maior probabilidade como maior gravidade
dalesdao foram relacionados com o genotipo XX (MASSIDDA etal., 2019).

Assim como os mencionados anteriormente, Vincent e colaboradores (2010) também
viram essa associagdo com o gendtipo XX com os maiores niveis de CK, e descreveram um
papel protetivo que a proteina a-actina-3 desempenharia contra a lesdo muscular, o que seria
uma explicagdo para o genotipo onde a proteina ¢ completamente ausente (XX) possuir os
maiores niveis de lesdo muscular e pior sinalizagdo no reparo tecidual (VINCENT et al., 2010).

Os niveis de CK como marcador pos-exercicio podem variar muito dentre diferentes
populagdes, temperaturas, volume muscular, entre outros fatores que podem explicar as
divergéncias entre os estudos citados (BRANCACCIO, LIPPI, MAFFULLI, 2010). Em um
estudo com atletas brasileiros, por exemplo, Coelho e colaboradores (2018), ao estudar atletas
de futebol juvenis (menores de 16 anos de idade), observaram que os gendtipos RR e RX
apresentaram os maiores niveis de CK pos-jogo. No entanto, estes ja possuiam o0s maiores
indices anteriormente ao exercicio (COELHO et al., 2018b).

Pimenta e colaboradores também investigaram a associacdo de ACTN3 R577X e lesdo
em atletas profissionais do Brasil. Os dados concordaram com a maior parte da literatura,

mostrando maiores indices de lesdo (4 horas apds treinamento) para o genotipo XX. No entanto
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o estudo coletou os dados de 37 atletas profissionais de futebol brasileiros, um ntimero menor
em comparagdo ao presente trabalho, o que pode ter influenciado na diferenca dos resultados.
Além disso, a medicao de CK foi feita em um intervalo menor apds o exercicio € o esforgo
muscular em questdo foi em decorréncia de treinamento e ndo de jogos competitivos, o que
pode influenciar no nivel de exigéncia do momento.

Ao se tratar do polimorfismo para ACE, Massidda e colaboradores (2020) estudaram
atletas de futebol italianos e japoneses e observaram associacdo dos gendtipos DD e ID com os
menores indices de lesio muscular, contrario ao que foi observado no presente estudo. O
trabalho levanta também diferencas étnicas interessantes, onde essa relagdo com o alelo D se
mostra ainda mais significativa para os atletas japoneses (MASSIDDA etal., 2020).

Assim como foi levantado para o polimorfismo de ACTN3 o papel protetivo da
proteina a-actina-3 e, por consequéncia, do alelo R, o polimorfismo de ACE I/D também foi
associado com lesdes musculares, onde seu alelo D parece também desempenhar um papel
protetivo ja que individuos com o alelo I parecem ter os maiores niveis de CK e outros
marcadores de lesao muscular (YAMIN et al., 2007).

Dentro das posi¢des taticas, ainda que as diferencas ndo foram estatisticamente
significativas, foi encontrado que os maiores niveis de CK foram entre atacantes e zagueiros.
Além disso, ao observarmos a distribuicao das posi¢des taticas entre os quartis, vemos que
Atacantes possuem maior expressividade do quarto quartil, de maiores niveis. Goleiros
apresentaram, em geral, baixos niveis de CK, ndo tendo, por exemplo, nenhum sujeito que
apresentou niveis de CK pertencente ao quartil mais superior.

Uma revisdo sistematica acerca de posi¢des taticas do futebol e risco de lesdo avaliou
11 artigos e eles ndo apresentaram concordancia a respeito das posi¢des € o risco de lesdo no
futebol masculino (DELLA VILLA, MANDELBAUM, LEMAK, 2018). O artigo aponta uma
falta de estudos onde essa caracteristica posicional ¢ avaliada, mas 5 dos 11 trabalhos avaliados
reportaram ndo haver diferencas significativas entre as posi¢des (DELLA VILLA,
MANDELBAUM, LEMAK, 2018). Os maiores risco de lesdo foram encontrados, em
concordancia com o presente estudo, para a linha de frente, onde atacantes apresentaram
maiores indices de lesdo muscular.

Essas observacdes podem ser devido ao fato de que a posicdo, em si, possui
caracteristicas de chutes rapidos e grande quantidade de momentos de aceleragdo e sprint
(ANDERSEN et al., 2004). Além disso, ¢ reportado que a maioria dos incidentes do futebol

ocorrem principalmente na zona média defensiva e no placar, tipicas zonas de atacantes, onde
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os duelos pela bola geralmente ocorrem, colocando atacantes como sujeitos mais expostos a
possibilidade de lesdes (UEBLACKER, MULLER-WOHLFAHRT, EKSTRAND, 2015).

A divisao entre quartis de dados também foi realizada considerando-se a grande
variagdo entre os grupos. Nao se mostraram significativas, mas ¢ bastante interessante observar
como no quartil de maiores valores de CK (4 Q), a frequéncia de RR (64%) ¢ bastante superior
aos outros genotipos, que se apresentam com o mesmo indice de 18%, contrariando novamente
o que era esperado através da maior parte da literatura.

O futebol ¢ um esporte de alta intensidade, com pouco tempo de intervalo entre os
jogos para devidarecuperagdo dos atletas (CLOS et al., 2019). Os atletas constantemente lidam
com danos musculares intensos de sobrecarga, fadiga e precisam regular a intensidade do
esforco de maneira estratégica a fim de evitar maiores danos advindos das altas demandas
impostas ao musculo esquelético (COELHO et al., 2018b).

Estudosno sentido de entenderpor que alguns atletas parecem mais suscetiveis a lesao
no esporte, hipotetizam que fatores genéticos sao responsaveis, de alguma forma, por essas
diferencas (MASSIDDA et al., 2020). No entanto, o que foi possivel observar através dos
resultados apresentados, € que parece nao haver relacao significativa dos diferentes gendtipos
deACTN3 R577X e ACEI/D com os niveis de CK, um marcador para dano muscular, em atletas

de futebol brasileiros, inclusive considerando suas posi¢des taticas.

5 CONCLUSAO

Como proposto pelos objetivos deste trabalho, as frequéncias genotipicas e alélicas
dos polimorfismos foram avaliadas nos atletas e percebeu-se uma maior frequéncia de
heterozigotos RX para ACTN3 R577X e 1D para ACE I/D em comparagdo com 0s outros
genotipos, o que evidencia o carater misto do esporte, onde tanto forga como resisténcia
muscular sdo importantes.

No entanto, as frequéncias ndo se mostraram significativamente diferentes em
comparag¢do com individuos do grupo Controle, nem mesmo entre os atletas divididos nas
regides geograficas de origem. Também ndo foram encontradas diferencas significativas de
frequéncias entre as posi¢des taticas. Contudo, acombinacao entre os polimorfismos que obteve

maior frequéncia foi a de heterozigotos, seguida de combinac¢des do gendtipo RR + pelo menos
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um alelo D, indicando que a combinagdo desses genotipos possa ser, de alguma forma,
vantajosa para o esporte.

Nao houve também relacdao entre os genotipos e a altura do salto no CMJ. Todavia,
houve significancia ao analisar os valores de CMJ de acordo com as posi¢des taticas e o
genotipo de ACTN3, indicando que possa haver alguma influéncia dos gendtipos no sucesso do
salto dentro das posi¢des taticas. Ao se dividirem quartis de desempenho, ndo houve diferenca
nem mesmo considerando as posigdes taticas, ainda que atacantes tenham apresentado
performance superior, estando presente em grande frequéncia nos quartis de melhor
performance.

Por fim, ndo foram observadas relagdoes entre os niveis de CK e os gendtipos dos
polimorfismos, nem mesmo ao dividir entre as posi¢des e os quartis de concentracao.

O presente estudo € um dospoucos trabalhos a considerar as posi¢des taticas do futebol
dentro da analise genética e de performance e, até onde se tem conhecimento, ¢ o primeiro em
atletas brasileiros e o primeiro estudo a trazer essas relacdes considerando dois polimorfismos
genéticos em conjunto em atletas de futebol do Brasil.

Existe uma necessidade de que mais trabalhos se voltem para as questdes das posicoes
taticas no futebol, incluindo um maior painel de marcadores e mais testes fisicos que possam
apontar para as possiveis diferengas de performance influenciadas pela genética.

Afinal, ainda que ndo se possa subestimar a complexidade genética e interacao derotas
metabolicas, conhecer e validar genes que possam estar envolvidos na performance esportiva
se mostra muito importante pois contribui na interpretagdo de diferentes d esempenhos em
treinos e jogos. Com isso, a elaboragdo de um melhor treinamento fisico naquelas exigéncias e
capacidades que os atletas ndo se mostram tao pré-dispostos geneticamente fica facilitada,
assim como a prevencdo de lesdes, além de possivelmente um direcionamento de atletas
considerando-se um perfil genético compativel para as diferentes posi¢des taticas do futebol.

Além disso, estudos que considerem informacdes de ancestralidade mais precisas e
que apresentem medi¢des de CK anteriores ao jogo, podem solucionar as fraquezas do presente
estudo. Nao obstante, uma analise que ndo tenha as limitagdes que se teve em relagdo ao grupo
controle (falta de frequéncias genotipicas e a falta de conhecimento maior sobre os individuos
estudados, como género, idades, entre outros) pode fornecer informagdes mais robustas de

comparagao entre 0s grupos.
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APENDICE A - TABELA DE MEDIAS DE CMJ E CK POR GENOTIPO PARA CADA POLIMORFISMO

Valores médios de CMJ (em centimetros — cm) e CK (em Unidades por Litro — U/L) + desvio padrdo para cada um dos gen6tipos de ACTN3 e ACE I/D, além dos
valores de p da ANOVA de uma via para cada polimorfismo e valor de p da interagdo dos polimorfismos para cada teste.

ACNT3 R577X ACE I/D Interagao
RR RX XX p DD ID 1l p P
CMJ (cm) 43.93+4.81 43.25+6.65 4542+ 442 0.0924 4212+5.23 45.01+5.37 4419+ 5.94 0.1185 0.1633

CK (U/L) 610.56 265.87 491.01189.34 557.95284.79 0.1129 510.99+ 221.7 597.51+248.76 520.07 £ 200.58 0.1517 0.0627



APENDICE B-TABELA DE MEDIAS DE CMJ E CK POR POSICAO TATICA

Valores médios de CMJ (em centimetros — cm) e CK (em Unidades por Litro — U/L) para cada posigdo tatica, além dos valores de p da ANOVA de uma via para as
posicdes e valorde p da ANOVA de duasvias, da interagdo dasposigdes com os polimorfismos ACTN3 R577X e ACE I/D.

Posigcoes p de interagao
Meio-campistas Atacantes Zagueiros Laterais Goleiros p ACTN3 R577X ACE I/D
CMJ (cm)
39.95 44.99 45.9 43.75 46.33 0.0603 0.0255 0.3032
CK (UL)

502.7 660 577.2 575.7 349 0.1966 0.2036 0.7090



APENDICE C - TABELA DE FREQUENCIAS DOS GENOTIPOS DOS POLIMORFISMOS NOS QUARTIS DE CMJ E CK

Valores de frequéncia dos gendtipos dos polimorfismos ACTN3 R577X e ACE I/D dentro de cada quartilde performance de CMJ e concentracdo de CK, onde os Quartis
4 sdo os de maiores valores e Quartis 1 os de menores valores.

ACNT3RS577X ACEID
RR RX XX DD ID Il

Quartil 4 0.42 0.42 0.16 0.17 0.66 0.17

Quartil 3 0.46 0.27 0.27 0.36 0.46 0.18
cMJ

Quartil 2 0.57 0.27 0.18 0.27 0.46 0.27

Quartil 1 0.34 0.58 0.08 0.5 042 0.08

Quartil 4 0.64 0.18 0.18 0.41 0.18 0.41

Quartil 3 0.41 0.53 0.06 0.29 0.47 0.24
CK

Quartil 2 0.31 0.50 0.19 0.44 0.44 0.12

Quartil 1 0.47 0.41 0.12 0.53 0.29 0.18



APENDICE D - TABELA DE FREQUENCIAS DOS QUARTIS DE CMJ E CK DE ACORDO COM A POSICAO TATICA

Valores de frequéncia dos quartis de performance de CMJ e concentra¢do de CK para cada posi¢do tatica,onde os Quartis 4 sio os de maiores valores e Quartis 1 os de
menores valores.

cMJ CK
Quartil 4 Quartil 3 Quartil 2 Quartil 1 Quartil 4 Quartil 3 Quartil 2 Quartil 1
Meio-

9.09 9.09 27.27 5455 13.04 26.09 3043 3043
campistas
Atacantes 30.77 30.77 23.08 15,38 42.86 14.29 21.24 21.24
Zagueiros 375 375 25 - 15.38 38.46 30.77 15.38

Laterais 12.5 37.5 25 25 33,33 25 16.67 25

Goleiros 50 - 25 25 - - 33.33 66.67



ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Bioquimica
Centro de Ciéncias Biologicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar

como voluntario de uma pesquisa sob o nome: “O papel dos polimorfismos ACTN3 R577X e
ACE I/D no desempenho fisico e historia de lesdo muscular em atletas de futebol profissional”.

Esta pesquisa estd associada ao projeto de doutorado do aluno Tiago Cetolin, do
programa de Pdés-Graduagdo em Bioquimica pertencente a Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) e tem com o objetivo de verificar o tipo de proteina ACTN3 e ACE e algumas
varidveis de desempenho fisico e lesdo muscular, bem como variaveis bioquimicas que
apresentam relagdo com o desempenho esportivo. O objetivo principal € analisar as relacdes
destas varidveis com o seu desempenho e com a prevencao de lesdes. As avaliagdes que vocé
fara envolvem coletas de sangue, avaliagdes antropométricas, funcionais e testes especificos do
futebol.

Inicialmente serdo colhidas amostras de sangue quando iniciarem os treinamentos.
Estas amostras de sangue terdo como objetivo verificar o papel de ACTN3 e ACE no
desempenho fisico, no desenvolvimento de lesdo muscular, ¢ na resposta inflamatoria. A
presenca da proteina ACTN3 e ACE ¢é importante para beneficiar o desempenho em tarefas que
exigem maior utilizacdo da forca muscular e velocidade.

Os seus dados serdo armazenados de forma segura em um Freezer a -80 °C no
CCB/Departamento Bioquimica da Universidade Federal de Santa Catarina. Para sua
tranquilidade estas coletas serdo realizadas por profissionais habilitados e experientes evitando
qualquer tipo de contaminagao.

Posteriormente, vocé serd submetido a uma avaliagdo completa para coleta de
informagdes como idade, massa corporal e histdrico clinico (doengas, lesdes, medicamentos em
uso e queixas). Além disso, serdo realizadas avaliacdes funcionais, morfoldgicas e de
desempenho fisico que tem por objetivo avaliar suas caracteristicas morfologicas e seu

desempenho fisico e posteriormente estudar a relacdo com a expressao da ACTN3 e ACE.



As avaliagdes que voce realizard serdo: a) consumo maximo de oxigénio por meio de
ergoespirometria utilizando-se um protocolo incremental em esteira rolante, b) avaliagdo da
for¢a muscular por meio deum dinamometro isocinético, c) teste de campo progressivo maximo
intermitente, d) poténcia de membros inferiores, e) capacidade de repetir sprints - seis corridas
maximas de 40 metros com 180° de mudanga de direcdo (20 metros + 20 metros) com 20
segundos de recuperagdo, e, e) velocidade ciclica avaliada em trés corridas maximas de uma
distancia de 30 metros.

Para a ergoespirometria, os riscos sao baixos, mas voc€ deve estar ciente que vocé tem
a possibilidade de apresentar elevado cansago em decorréncia do esforgo maximo na realizagao
destaavaliacdo. Apesar de incomum vocé ainda podera apresentar tontura, palpitagdes, nauseas
e dores por causa do esfor¢o fisico excessivo. Além disso, pode lhe causar mal-estar e incomodo
devido a utilizagdo de uma mascara para analise de gases durante o esforgo fisico.

Juntamente a isso, vocé serd encaminhando a realizar uma imagem de ressonancia
magnética com o objetivo de analisar a area de secgdo transversa do musculo quadriceps e toda
vez que houver uma suspeita de uma lesdo muscular para apontar com precisdo a extensdo da
lesdo. Os riscos para esse procedimento sdo baixos e indolores. Mas o fato de ter que ficar
imovel por varios minutos pode trazer anglstia e mal-estar. Durante a avaliagdo também pode
haver ruidos dentro da mesma, podendo gerar incobmodo e mal-estar. Além disso, € importante
evitar fazer a avaliacdo portando algum objeto metalico.

Os riscos dos procedimentos de coleta de sangue serdo baixos, por serem realizados
com profissionais habilitados e com experiéncia neste tipo de avaliagdo. Apesar de ndo ser
comum, durante as coletas de sangue voc€ podera apresentar constrangimento durante a coleta,
como também apresentar tontura, nauseas, dor no local na coleta de sangue e mal-estar. Podem
ainda surgir outros efeitos como possibilidade de ruptura de algum vaso sanguineo e
sangramento excessivo. Além disso, posteriormente a coleta de sangue podem surgir
hematomas no local. Se caso algum dos episddios citados acontecer, a coleta serd interrompida
e se houver necessidade vocé sera atendido pela equipe que o acompanha durante os testes
(estudantes e médico). Podera também entrar em contato com a mesma equipe, caso algum
efeito posterior ocorra decorrente da coleta de sangue.

Para as avaliagdes antropométricas o risco € baixo e caso apresente constrangimento
voce€ pode interromper as avaliagoes.

Para as avaliagdes especificas do futebol, embora para participar do estudo vocé deve

estar apto para realizar exercicios fisicos de alta intensidade, pois realizard testes ergométricos



prévios, deve estar ciente que voc€ tem a possibilidade de apresentar elevado cansaco em
decorréncia do esfor¢o na realizagdo dos testes. Apesar de incomum vocé ainda poderd
apresentar tontura, nauseas, mal-estar e se isso acontecer, o teste sera interrompido e havendo
necessidade vocé serd atendido pela equipe que o acompanha durante os testes (estudantes e
departamento médico do clube). Qualquer desconforto que vocé sentir sera disponibilizado um
médico para seu pronto atendimento.

Durante todaa pesquisa sera tomadaalgumas precaugdes para que o seu bem-estar nao
seja prejudicado. Mesmo ndo sendo comum e nem esperado as avaliagcdes serdo interrompidas
caso vocé apresente relato de alteracdo importante em algum local do corpo causando
incdmodo, e/ou que te traga mal-estar, dor, indisposicdo ou cansaco extremo para realizar os
testes, assim como falta de ar, palpitagcdes, nauseas ou tonturas.

Vocé terd acompanhamento médico, clinico e assisténcia de todo departamento
médico do clube com quaisquer riscos. No decorrer da pesquisa ou apds o encerramento da
mesma vocé tera acompanhamento e assisténcia com informagdes juntos aos pesquisadores.

Para sua seguranga e protecdo, os resultados de seus testes serdo acessiveis somente
aos pesquisadores envolvidos, sem acesso de terceiros (direcdo, supervisdo e presidéncia)
evitando qualquer tipo de discriminacdo, individual ou coletiva. Os responsaveis pela pesquisa
tomarao todas as providéncias necessarias para manter o sigilo embora sempre exista a remota
possibilidade da quebra do sigilo, mesmo que involuntdrio e ndo intencional, cujas
consequéncias serdo tratadas nos termos da lei. A sua identidade sera preservada, pois cada
individuo sera identificado por um codigo numérico.

Essas informagdes, como citado anteriormente, serdo mantidas em sigilo e caso seja
de sua vontade, pode permanecer em anonimato, bem como optar por tomar ou nao
conhecimento dessas informagoes.

Os beneficios em participar deste estudo poderdo repercutir na melhora do
entendimento na resposta sobre a prevencdo de lesdes através da observacdo de algumas
variaveis bioquimicas e consequentemente poderd ajuda-lo na melhora de seu desempenho e
contribuird para desenvolvimento do desempenho de inumeros atletas de futebol que
posteriormente se beneficiardo das conclusdes da pesquisa.

Vocé tem a garantia de poder solicitar esclarecimentos ao pesquisador sempre que
desejar (antes e durante sua realiza¢do) e de quaisquer duvidas, incluindo os procedimentos e
etapas de desenvolvimento desta pesquisa. Em caso de recusa ou desisténcia vocé ndo sera

penalizado de forma alguma.



Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, mas os
pesquisadores se comprometem a garantir o ressarcimento de eventuais despesas. Também nao
ha compensacdo financeira para quem participar da pesquisa. Apesar dos riscos de a pesquisa
serem minimos, também nos comprometemos a garantir indeniza¢ao diante de eventuais danos

decorrentes da pesquisa. Vocé podera se retirar do estudo a qualquer momento.

Solicitamos a sua autorizagcdo para o uso de seus dados para a produgdo de artigos
técnicos e cientificos. A sua privacidade serd mantida através dando-identificacdo do seu nome.
O presente documento serd mantido pelo pesquisador em confidencialidade e vocé recebera

uma copia do mesmo.

O pesquisador responsavel por este estudo declara que este TCLE esta em
cumprimento com as exigéncias contidas do item IV. 3 da Resolugdo 466/12. Agradecemos a

sua participagdo e colaboragao.

Voce podera entrar em contato com o pesquisador Aderbal Silva Aguiar Junior ou
podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC
pelo endereco: Prédio Reitoria IT (Edificio Santa Clara), R: Desembargador Vitor Lima, n®222,
sala 401, Trindade, Florian6polis/SC CEP 88.040-400 - Campus Trindade/Florianopolis, pelo
telefone: (048) 3721-6094 ou pelo email: cep.propesq@contato.ufsc.br.

Dados do pesquisador responsavel pelo projeto de pesquisa:

Nome completo: Aderbal Silva Aguiar Junior.

Endereco completo: UFSC - Rod. Gov. Jorge Lacerda, 3201 Jardim das Avenidas —
Ararangua — SC - CEP: 88.906-072.

Endereco de email: aderbalaguiar@gmail.com

Telefones:(48)99647-3639

Eu, R

RG: , Apods a leitura e

compreensdo destas informagdes, entendo que a minha participagdo € voluntaria, e que posso

sair a qualquer momento do estudo, sem prejuizo algum. Confirmo que recebi copia destetermo



de consentimento, € autorizo a execu¢do do trabalho de pesquisa e a divulgacdo dos dados

obtidos neste estudo.

Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador Responséavel — Aderbal Silva Aguiar Junior

Florianopolis, de de2019.
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