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RESUMO

O futebol é reconhecidamente um esporte que exige diversos tipos de habilidades
para sua pratica, ou seja, sdo diversos movimentos e técnicas combinadas que
geram um bom desempenho esportivo. A performance esportiva é caracterizada
como um fendtipo multifatorial, ou seja, controlado pela interacdo entre diversos
fatores ambientais e fatores genéticos. Dentre os fatores genéticos que contribuem
para a modulacdo do desempenho esportivo estdo os Polimorfismos de Nucleotideo
Unico (SNPs - Single Nucleotide Polymorphisms). Os polimorfismos ACE-I/D,
ACTN3 R577X e LIN28A A/G tem sido associados na literatura a melhora da
performance em atividades fisicas aerdbicas e anaerdbicas. Porém até o presente
estudo esses polimorfismos haviam sido estudados separadamente, sendo entao,
este o primeiro trabalho a analisar se ha interagcdo génica entre os polimorficos
supracitados. Devido a isso, 0 presente estudo objetivou verificar se ha interacao
génica entre polimorfismos nos genes ACTN3 e ACE para a probabilidade de um
individuo ser ou ndo ser jogador de futebol; e de verificar se ha interacdo génica
entre os genes ACTN3, ACE e LIN28A para a performance esportiva mensurada
através do VO2 max em jogadores de futebol de elite. Quando analisada a amostra
de jogadores de futebol e ndo jogadores observou-se uma associacdo entre 0S
polimorfismos ACE-I/D e ACTN3 R577X, indicando que eles possuem interacao
génica e as combinacfes genotipicas mais frequentes em jogadores de futebol
foram, RX/Il (OR=4,80), RR/ID (OR=3,00), quando comparada a uma amostra da
populacdo em geral. Além disso, quando analisada a amostra contendo apenas
jogadores de futebol, observou-se que os polimorfismos ACE-I/D, ACTN3 R577X e
LIN28BA A/G possuem interacdo génica, sendo as combinacdes de gendtipos
ID/IXX/IAG (OR=5,00) e ID/XX/GG (OR= 2,5) as que mais contribuem para uma
performance esportiva aerobica acima da média (VO2 max acima da média). Esses
resultados foram observados tanto quando os polimorfismos foram analisados par-a-
par quanto em trio, indicando assim, que esses loci interagem para a modulagéo da
performance esportiva em jogadores de futebol brasileiros. Esse resultado sugere

que as interacdes génicas entre esses polimorfismos sdo de magnitude suficiente



para influenciar o desempenho de jogadores de futebol de elite, pelo menos em

atletas brasileiros.

Palavras chaves: Interacdo génica, ACE-I/D, ACTN3 R577X, LIN28A A/G,

jogadores de futebol, performance esportiva.



ABSTRACT

Football is recognized as a sport that requires different types of skills for its practice,
in other words, there are several movements and combined techniques that generate
a good sporting performance. Sports performance is characterized as a multifactorial
phenotype, that is, controlled by the interaction between different environmental
factors and genetic factors. Among the genetic factors that contribute to the
modulation of sports performance are the Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs).
The ACE-I/D, ACTN3 R577X and LIN28A A/G polymorphisms have been associated
in the literature with improvement performance in aerobic and anaerobic physical
activities. However, until the present study, these polymorphisms had been only
studied separately, thus, this being the first work to analyze whether there is a gene
interaction between those polymorphs. Because of that, the present study aimed to
verify if there is a genetic interaction between polymorphisms in the ACTN3 and ACE
genes for the probability of an individual be or not be a soccer player; and to verify if
there is a genetic interaction between the ACTN3, ACE and LIN28A genes for sports
performance measured through VO2 max in elite soccer players. When analyzing the
sample of soccer players and non-players, an association was observed between the
polymorphisms ACE-I/D and ACTN3 R577X, indicating that they have gene
interaction and the most frequent genotypic combinations in soccer players were,
RX/lIl ( OR=4.80), RR/ID (OR=3.00), when compared to a sample of the general
population. Furthermore, when the sample containing only soccer players was
analyzed, it was observed that the polymorphisms ACE-I/D, ACTN3 R577X and
LIN28A A/G have gene interaction, with the genotype combinations being ID/XX/AG
(OR=5 .00) and ID/XX/GG (OR= 2.5) which most contribute to an aerobic sports
performance above the average (VO2 max above the average). These results were
observed both when the polymorphisms were analyzed pair-by-pair and in a trio, thus
indicating that these loci interact for the modulation of sports performance in Brazilian
soccer players. This result suggests that the genetic interactions between these
polymorphisms are of sufficient magnitude to influence the performance of elite

soccer players, at least in Brazilian athletes.



Keywords: Gene interaction, ACE-I/D, ACTN3 R577X, LIN28A A/G, soccer players,

sports performance.
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1 INTRODUCAO

1.1 Influéncia do perfil genético no esporte

Atualmente vivemos a era 6mica, na qual as analises moleculares do organismo
como um todo, como 0 mapeamento e sequenciamento do genoma humano,
tornaram possivel identificar variacbes genéticas associadas a expressdo de
caracteristicas, dentre elas, as ligadas a performance esportiva. Tal analise é
aplicavel para todos os esportes, porém ela vem ganhando cada vez mais atencao
no futebol, muito em decorréncia da sua popularidade em todo o mundo, seu grande
impacto nas midias, além do mercado financeiro expressivo ligado a esse esporte

(SARMENTO et al., 2014, 2018).

A performance esportiva é caracterizada como um fenotipo multifatorial, ou seja, €
uma caracteristica influenciada por fatores ambientais e fatores genéticos. Dentre 0s
fatores genéticos que contribuem para a modulacdo do desempenho esportivo estédo
os Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs - Single Nucleotide Polymorphisms).
Os SNPs podem ser originados a partir de mutagdes pontuais no DNA e se tornarem
frequentes na populacdo ao longo de mudltiplas geragbes, tornando-se variacdes
comuns no genoma (frequéncia do alelo mais raro superior a 5%). SNPs sdo a
classe mais abundante de variagdo genética encontrada em genomas humanos,
eles podem causar efeitos bioldgicos importantes. Contribuindo assim, para a
variabilidade fenotipica observada em diversas caracteristicas humanas sendo uma

delas a performance esportiva (MARTH et al., 1999).

Outro tipo de polimorfismo que desempenha importante papel para a modulacao do
desempenho esportivo € o polimorfismo de inser¢cdo de elementos Alu, que séo
marcadores diméricos definidos pela auséncia e presenca de algumas sequéncias
repetitivas com cerca de 300 bp. Esses elementos Alu impactam a organizacao e
expressdo do genoma humano em muitos niveis, incluindo os processos de
recombinacdo, transcricio e traducdo (PARDO PEREZ; CAVADIA MARTINEZ;

CRUZ CANTERO, 2019; ROWOLD; HERRERA, 2000).

Desta forma, os estudos que levam em consideragcdo as possiveis associacoes de
polimorfismos com as caracteristicas fisioldgicas, que influenciam o treinamento

fisico, pode ser considerado o cerne para a compreensao do potencial genético de
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um atleta e de como isso implicara em seu treinamento e tratamento de lesbes
(COELHO et al., 2019).

Em estudos de revisdo sobre genes associados ao futebol, os genes mais
investigados sdo o da enzima conversora de angiotensina (ACE) e a-actinina-3
(ACTN3), demonstrando assim suas relevancias e impactos na associacdo com a
performance esportiva(MCAULEY et al., 2020; SARMENTO et al., 2020).

Adicionalmente, Kanope e colaboradores (2021) observaram associacdo do
polimorfismo do gene LIN28A com uma melhor performance esportiva no futebol.
Todos os genes mencionados apresentam polimorfismos que estdo associados a

melhora da performance em atividades fisicas aerdbicas e anaerdbicas.

1.2 Gene ACTN3

A proteina a-actinina-3 € codificada pelo gene ACTN3. Essa proteina é
estruturalmente similar a a-actinina-2 e ambas sdo componentes importantes para
constituir a linha Z do sarcomero, responsavel pelas contragbes musculares. A a-
actinina-3 pode conferir fibras do tipo Il com maior capacidade de
absorcao/transmissao de forca na linha Z durante contracdes rapidas (MILLS, 2001).

Além disso, esta proteina promove uma maior protecdo contra danos musculares, a
caracterizando assim, como essencial para a compreencao da predisposi¢cao para
melhor desempenho fisico e dano muscular, fatores essses que podem acarretar a
uma melhor performance esportiva (LINNEMANN et al.,, 2010; MACARTHUR,;
NORTH, 2004; VINCENT et al., 2010).

O polimorfismo R577X do gene ACTN3 foi identificado por North e colaboradores e
tem sido associado a performance esportiva (NORTH et al., 1999). Trata-se de uma
substituicdo do nucleotideo C pelo T na posi¢cdo 1.747 do exon 16 que resulta na
substituicdo da arginina por um stop coédon prematuro no residuo 577 da proteina
(NORTH et al., 1999; SCOTT; STEVENS; BINDER-MACLEOD, 2001).

Individuos com genotipo XX ndo expressam a proteina a-actinina-3 no musculo
esquelético (MACARTHUR; NORTH, 2004). Essa auséncia de expressao da
proteina a-actinina-3 pode resultar em altera¢cdes funcionais no musculo
esquelético, como por exemplo, reducdo da forca muscular. Devido a isso, atletas

gue possuem genadtipo RR/RX tém apresentado melhor desempenho em exercicios
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fisicos que exijam forca e velocidade, enquanto os que possuem 0 genotipo XX tém
apresentado melhor desempenho em exercicios fisicos que exigem resisténcia
(LINNEMANN et al., 2010; MACARTHUR; NORTH, 2004; MILLS, 2001; VINCENT et
al., 2010; PIMENTA et al., 2013).

O presente grupo de pesquisa tem observado que o polimorfismo ACTN3 R577X
tem influéncia na capacidade de desempenho esportivo em atletas do futebol
brasileiros (PIMENTA et al., 2013). Além disso, esta relacionado com o tempo de
recuperacdo dos atletas por ter envolvimento no nivel de dano muscular, na
resposta hormonal e na concentracéo de IL-6 no plasma sanguineo (COELHO et al.,
2019; PIMENTA et al., 2012).

1.3 Gene ACE

O gene ACE é caracterizado por codificar a enzima conversora de angiotensina, que
atua no sistema renina-angiotensina. Aumentando, a atividade ACE, leva a
respostas hipertensas (aumento da ativagcdo de AT1R) e diminui as respostas
hipotensivas (reduzidas Ativacdo de BK2R), desempenhando assim um papel crucial
na regulacdo da pressado sanguinea humana e equilibrio de sal e &gua. Também tem
atuacao em tecidos, através da regulacdo das respostas de crescimento e lesdo dos
mesmos (PUTHUCHEARY et al., 2011).

No gene ACE, o polimorfismo mais investigado € o ACE I/D (rs4646994),
caracterizado pela presenca (alelo 1) ou auséncia (alelo D) de um elemento de
repeticdo Alu (287 bp) na posi¢do 1640 do intron 16. Essa sequéncia de pares de
bases esta associada ao aumento da transcricio do mRNA e,
consequentemente, a maior expressdo do gene (MACARTHUR; NORTH, 2005;
RIEDER et al., 1999). O alelo D foi associado a maiores concentragbes de ACE no
plasma, sendo que essa enzima conversora de angiotensina é responsavel por
catalisar a conversdo de ANG-I (angiotensina I) em ANG-II (angiotensina Il), levando
assim a maior producéo de fatores de crescimento e hipertrofia muscular (ALVAREZ
et al., 2000). Ja o alelo I, foi relacionado a altas concentracdes de bradicinina, um
horménio que estimula a vasodilatacdo e o fluxo sanguineo estimulando a aptidao
aerobia (MACARTHUR; NORTH, 2005). Devido a isso, atletas que possuem o0s
gendtipos DD ou DI, apresentam melhor desempenho em exercicios fisicos que

exijam forca e velocidade, ja os que carregam o gendtipo Il tém apresentado melhor
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desempenho em exercicios fisicos de resisténcia (ALVAREZ et al., 2000; COELHO
et al., 2021; MACARTHUR; NORTH, 2005).

O presente grupo de pesquisa tem observado que jogadores de futebol portadores
do gendtipo DD para o polimorfismo ACE 1I/D (rs4646994), possuem melhor
desempenho em testes anaerdbicos, enquanto os portadores de gendétipo Il

possuem melhor desempenho nos testes aerobicos (COELHO et al., 2021).

1.4 Gene LIN28A

O gene LIN28A (Lin-28 homdloga A), esta localizado no cromossomo 1 em
humanos, sendo responséavel por codificar a proteina Lin-28 homéloga A, que tem
funcdes de ligagdo ao RNA. Além disso, € um gene que foi descrito como um
importante modulador do processamento e maturacdo do miRNA let-7 (SHYH-
CHANG; DALEY, 2013). Estudos anteriores também indicaram que esse gene tem
um papel importante nos metabolismos de glicose e fosforilagdo oxidativa, os quais
S840 essenciais para o suprimento de energia, evidenciando assim sua importancia
para os atletas de alto rendimento (DOCHERTY; SALT; MERCER, 2016; ZHANG et
al., 2016).

Kanope e colaboradores (2021) observaram gque o polimorfismo rs6598964 (A > G)
estéd associado a performance esportiva. Esse polimorfismo esta localizado no intron
2 do gene LIN28A. Individuos portadores do gendtipo AA e os AG expressam uma
proteina que tem funcionalidade aumentada na regulacdo da homeostase de
glicose, sugerindo assim que os portadores desse genoétipo estariam associados a

um melhor desempenho em exercicios fisicos de resisténcia (KANOPE et al., 2021).

Com relacdo ao polimorfismo LIN28A A>G (rs6598964), o0 presente grupo de
pesquisa observou que os jogadores de futebol brasileiros portadores do gendétipo
AA apresentaram valores mais elevados de VO2 méx., um indicador de performance
esportiva aerobica (KANOPE et al., 2021).

1.5 Interacao génica

Todos os estudos mencionados, verificaram apenas a associacao individual de cada
um dos genes com a performance esportiva. Entretanto, as multiplas evidéncias aqui
citadas reforcam e sugerem que os trés genes contribuem para a construcado dos

mesmos fenaotipos.
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Levando-se em consideracdo o perfil multifatorial dos fenotipos relacionados a
performance esportiva e as evidéncias de que os genes ACTN3, ACE e LIN28A
contribuem individualmente para os mesmos fendtipos, a hipétese do presente
trabalho é de que ocorre interacdo génica entre ACTN3, ACE e LIN28A para a

modulacdo do desempenho de atletas em atividades esportivas.

O Quadro 1 apresenta uma sintese dos resultados ja publicados pelo presente grupo
de pesquisa, evidenciando a relacdo entre esses genes como a performance
esportiva. Nestes trabalhos foram observadas associacfes entre os polimorfismos
nos trés genes com uma melhor performance esportiva. Como pode ser observado
nesse quadro, os polimorfismos ACTN3 R577X, ACE I/D e LIN28A A/G estao
associados a melhor performance nas mesmas atividades esportivas, indicando,
assim, gue esses polimorfismos possivelmente possuem interacdo. Neste contexto,
a hipotese do presente trabalho € de que ACNTS3, LIN28A, ACE interagem para

modular a performance esportiva a performance esportiva de jogadores de futebol

brasileiros.
AG/ GG AA
DD/ DI Il
RR/RX Melhor desempenho em
atividades esportivas anaerébicas
XX Melhor desempenho em
atividades esportivas aerbbicas

Quadro 1: Sintese dos estudos ja publicados relatando associagdo entre os polimorfismos ACTN3
R577X, ACE I/D e LIN28A A/G com uma melhor performance esportiva (COELHO et al., 2016, 2019,
2021; KANOPE et al., 2021; PIMENTA et al., 2012, 2013).

Fonte: Elaborado pelo autor.

No presente estudo, consideramos que ha interacdo génica quando existe atuacao
conjunta dos gendtipos na performance esportiva, ou seja, quando os resultados
obtidos através de modelos estatisticos indicam que ha correlagdo entre os genes
de modo que quando eles estdo sendo analisados conjuntamente, acarretam uma
performance esportiva modificada (GILBERT-DIAMOND; MOORE, 2011; MANI et
al., 2008).
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1.6 Perfil da atividade esportiva no futebol

O futebol é reconhecidamente um esporte que exige diversos tipos de habilidades
para sua pratica, ou seja, sdo diversos movimentos e técnicas combinadas que
geram um bom desempenho esportivo, e é caracterizado por ser um esporte coletivo
de oposicao/cooperacdo (COELHO, 2011; REILLY, 1997).

Assim, a andlise tanto de performance aerobica, que é exigida em atividades que
sdo desenvolvidas sem bola em manobras posicionais, quanto anaerobica, exigida
em atividades tais como divididas, saltos e chutes sé@o importantes para inferir
exceléncia. Porém é um esporte que predominantemente exige mais do perfil
anaeroébico do individuo para sua pratica (COELHO et al., 2011; GEORGIADES et
al., 2017; REILLY, 1997).

Em decorréncia do futebol, ser caracterizado como uma atividade intermitente
(aerdbica) de alta intensidade (anaerbbica), ele exige que as caracteristicas dos
jogadores e as necessidades das diferentes aptiddes variem de acordo com a
necessidade da sua posicdo em campo, podendo ser influenciado ainda pelo estilo
de jogo individual dos jogadores (COELHO, 2011; RIENZI et al., 2000).0u seja,
diferentes posicbes no campo irdo exigir diferentes perfis de aptiddo dos jogadores.

Entdo, as diferentes exigéncias fisicas que regem o futebol tém influéncia direta na
performance esportiva, visto que, os jogadores com grande habilidade técnica e
tatica apenas terdo a possibilidade de demonstra-las durante a partida de futebol, se
tiverem altas capacidades de forca, velocidade (performance anaerdbica) e
resisténcia (performance aerdébica), gerando assim um impacto direto no rendimento
coletivo (WISLOFF; HELGERUD; HOFF, 1998).

1.7 Possiveis aplicacdes no futebol

Este € o primeiro trabalho a analisar se ha interacdo génica entre os genes ACTNS3,
ACE e LIN28A com a performance esportiva. Esse tipo de abordagem é importante
para melhor compreender a variabilidade na expressdo do fendtipo, jA que as
interagcOes entre 0s genes podem contribuir para mascarar, suprimir ou aumentar um
fendtipo (GILBERT-DIAMOND; MOORE, 2011; MANI et al., 2008; PHILLIPS, 2008).
Além disso, como o futebol € um esporte com atletas de alto rendimento, que
movimenta um mercado global bilionario, os clubes sempre estdo em busca de

tecnologias e estudos que lhes oferecam alguma vantagem competitiva. Diante
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disso, o0 presente estudo aponta marcadores moleculares que poderiam ser
utilizados em conjunto para que os clubes tomem decisdes informadas sobre o

planejamento de treinos, jogos, descansos e prevencgao de lesdes.

Quando se diz respeito a atletas de clubes profissionais, 0 nivel de exigéncia para
desempenharem suas funcdes é extremamente alto, (MCAULEY et al., 2020) fatores
que contribuam para variacbes na performance esportiva, tais como as mutacoes
genéticas, podem inferir num ganho substancial na coletividade (GEORGIADES et
al., 2017). Isso é em decorréncia do futebol ser um esporte coletivo, onde ganhos
individuais acarretam a uma melhor performance da equipe. De posse dessas
informacdes, comeg¢a a ser possivel individualizar o modo como é feito o
cronograma de treinamento dos atletas, respeitando a individualidade biolégica dos
atletas, explorando as cargas, deficiéncias e ganhos que séo influenciados, também,
por caracteristicas genéticas dos individuos (JACOB; CHIVERS; ANDERTON, 2019;
SARMENTO et al., 2020).

Em decorréncia desse fato, os atletas ACE-DD/DI, ACTN3-RR/RX e LIN28A-GG/AG
podem se adaptar melhor ao treinamento de forca e velocidade, e os atletas ACE-II,
ACTN3-XX e LIN28A-AA podem apresentar melhor perfil de treinamento especifico
de resisténcia aerdbia. Além disso o monitoramento de estresse (dano) quando os
atletas tem os mesmos estimulos, por exemplo, em jogos, é interessante porque
atletas de diferentes genoétipos podem apresentar diferentes graus de lesdo
muscular (COELHO et al., 2021).

Sendo assim, através da andlise de interacdo génica, quando existe atuacdo
conjunta dos polimorfismos na performance esportiva, sera possivel potencializar o
auxilio que a andlise dos fatores genéticos geram os clubes de futebol, para que
assim seja possivel tomar decisdes informadas sobre o planejamento de treinos,
jogos, descansos e prevencdo de lesdes de maneira ainda mais assertiva. Além
disso, espera-se que as combinagbes ACE-Il, ACTN3-XX e LIN28A-AA possuam

interacdo para uma melhor performance espotiva aerobica.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Verificar se h& interagdo génica entre os genes ACTN3, ACE e LIN28A com relagéo

a performance esportiva em jogadores de futebol brasileiros, através da analise de

interacao entre polimorfismos.

2.1 Objetivos especificos

Selecionar a amostra de jogadores de futebol e de individuos controles a
partir de projetos anteriores do nosso grupo de pesquisa (COELHO et al.,
2016, 2019, 2021; KANOPE et al., 2021; PIMENTA et al., 2012, 2013);
Selecionar os polimorfismos identificados nos genes ACTN3, ACE e LIN28A
na amostra que podem estar envolvidos na performance esportiva de
jogadores de futebol;

Inferir a frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos selecionados para
cada uma das amostras;

Definir quais fenotipos serdo analisados para verificar a interacdo gene a
gene com relacédo a performance esportiva,;

Verificar se ha interacdo génica entre polimorfismos nos genes ACTN3 e ACE
para a probabilidade de ser ou ndao ser um jogador de futebol;

Verificar se ha interacdo génica entre os genes ACTN3, ACE e LIN28A para a
performance esportiva mensurada através do VO2 max em jogadores de
futebol.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostra

A base de dados com as amostras analisadas no presente projeto foi adquirida
através de estudos anteriores do grupo de pesquisa, onde a classificacdo e
caracterizacdo dos individuos também foram realizadas(COELHO et al., 2016, 2019,
2021; KANOPE et al., 2021; PIMENTA et al., 2012, 2013).

Tendo como base esse banco de informagdes, os dados foram divididos em duas
amostras, a intitulada “Jogadores de futebol”, que € composta por 227 jogadores de
futebol brasileiros, sendo que todos os individuos sdo do sexo masculino,

englobando diferentes faixas etarias descritas no Quadro 2.

Categoria | Tamanho (n) Idade (anos) Peso (kg) Altura (cm)
sub-15 67 15+0,42 70,42 £ 9,52 177,57 + 8,52
sub-17 43 16 £ 0,84 74,30 + 4,79 181,36 + 7,04
sub-20 79 19 +£ 0,52 72,36 + 6,90 180,65 + 8,20

Profissional 38 24 + 257 76,25 + 4,79 182,60 + 8,55

Quadro 2: Descricdo das caracteristicas antropométricas da amostra de jogadores de futebol que
compuseram o presente estudo.

Fonte: Feito pelo autor.

Os pais de todos os jogadores de futebol nasceram no Brasil, caracterizando uma
amostra de etnia americana diversa. Todos os jogadores participaram regularmente
em sessdes de treinamento (duracdo média de 90 min, seis vezes por semana),
competiram em eventos organizados pela Confederacdo Brasileira de Futebol e

tiveram em média 8 = 4 anos de experiéncia no futebol.

Além disso, uma amostra contento 100 individuos n&o atletas (controle) foi
selecionada de maneira aleatdria, formando assim uma amostra representativa da
populacdo de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Esse grupo era composto por
criangas em idade escolar, estudantes de escolhas publicas de Belo Horizonte que

nao treinavam futebol.

22



3.2 Genotipagem

As genotipagens dos polimorfismos ACE-I/D, ACTN3 R577X e LIN28A A/G, foram
previamente realizadas pelo grupo de pesquisa (COELHO et al., 2016, 2019, 2021;
KANOPE et al., 2021; PIMENTA et al., 2012, 2013). A extracdo do DNA genémico
foi feita a partir de amostras de sangue periférico, usando proteinase K seguida de
precipitagdo em solugéo salina (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988).

3.2.1 Genotipagem do polimorfismo ACNT3 R577X

Conforme descrito por Coelho, Pimenta e colaboradores (COELHO et al., 2019;
PIMENTA et al., 2012, 2013), a técnica utilizada na genotipagem foi a de PCR-RFLP
(Reacdo em Cadeia da Polimerase e Polimorfismo de Comprimento de Fragmento

de Restricdo) com enzima de restricdo (Ddel) apos amplificacéo.

Um fragmento de DNA contendo o exon 16 do gene ACTN3 foi amplificado a partir
do DNA gendmico, e foram utilizadas as seguintes sequéncias de primers para
amplificacéo: forward, 5-CTGTTGCCTGTGGTAAGTGGG-3; reverse,
5 TGGTCACAGTATGCAGGAGGG-3'. As reacdes em cadeia da polimerase (PCR)
apresentaram um volume final de 25 pl, com 10 mM de Tris, pH 8,4, 50 mM de KC,
1,75 mM de MgClz, 0,1% Triton X-100, 0,2 mM de cada desoxinucleotideos
trifosfatos (dNTP) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 1 U Tag DNA polimerase
(Phoneutria Biotecnologia, Belo Horizonte, Brasil), e 1,0 uM de cada iniciador
(Sinapse Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil), usando aproximadamente 100 ng de
DNA genbmico como molde. O programa de amplificacdo consistia em uma
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos, compreendendo
94°C por 1 minuto, 64°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, com uma extenséo final
de 72°C por 5 minutos. Os alelos do polimorfismo ACTN3 R577X foram distinguidos
pela presenca (577X) ou auséncia (577R) de um sitio de restricdo da enzima Ddel.
Depois da amplificacdo por PCR, 1 pl do produto da PCR foi digerido com 20 U da
enzima Ddel em um volume final de 15 pl. As reacdes foram incubadas overnight a
37°C. Posteriormente, os fragmentos digeridos foram visualizados por eletroforese
em gel de poliacrilamida 8%, corado com solu¢&o de nitrato de prata. O alelo ACTN3
577R representa fragmentos de 205 e 86 pares de bases (bp), enquanto o alelo
ACTN3 577X representa fragmentos de 108, 97 e 86 bp.
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3.2.2 Genotipagem do polimorfismo ACE/ID (rs4646994)

Segundo Coelho e colaboradores, para a genotipagem do polimorfismo ACE 1/D
foram realizadas duas PCRs (COELHO et al., 2016, 2021). Na primeira, é possivel
se observar um fragmento de 319 bp quando o alelo D (delecéo) esta presente e um
fragmento de 597 pb quando o alelo | (insercdo) esta presente, apos a eletroferese
em gel de poliacrilamida 8%. A sequéncia dos primers utilizados foi: forward, 5-
GCCCTGCAGGTGTCTGCAGCATGT-3; e reverse, 5-
GGATGGCTCTCCCCGCCTTGTCTC-3". A segunda PCR tem como objetivo, evitar
erros na identificagdo das amostras heterozigotas (ID) dentre as amostras
homozigotas DD. A segunda PCR foi realizada com iniciadores especificos para o
alelo I foward, 5 -TGGGACCACAGCGCCCGCCACTAC-3; e reverse, 5-
TCGCCAGCCCTCCCATGCCCATAA-3". Esta reacdo permite observar um
fragmento de 335bp quando o alelo | estd presente, e nenhum amplicon para
amostras homozigotas DD. Para identificar os genétipos, os produtos de
amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida (8%) e

coloracdo com prata.

3.2.3 Genotipagem do polimorfismo LIN28A A/G (rs6598964)

Segundo Kanope e colaboradores (KANOPE et al., 2021), o polimorfismo LIN28A
A/G (rs6598964) foi genotipado usando um ensaio de genotipagem SNP TagMan
(C__ 29321722 10, Thermo Fisher Scientific, EUA) em um sistema PCR em tempo
real (ABI7900, Applied Biosystems, EUA). As analises foram conduzidas usando o

software TagMan Genotyper (Thermo Fisher Scientific, EUA).

3.3 Teste de resisténcia Yo-Yo
O teste de resisténcia Yo-Yo nivel 2 é especifico para futebol e esportes
intermitentes, sendo que o total da distancia percorrida esta positivamente

correlacionada com a capacidade aerobica dos atletas (SILVA et al., 2011).

O teste fisico para determinacdo da performance esportiva foi realizado apenas nos

atletas. Além disso, esse teste também foi previamente realizado pelo grupo de
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pesquisa (COELHO et al., 2016, 2019, 2021; KANOPE et al., 2021; PIMENTA et al.,
2012, 2013).

Esse teste foi realizado uma semana antes do inicio do campeonato e todos os
jogadores estavam familiarizados com o mesmo. O teste de Yo-Yo nivel 2 consiste
em corridas repetidas de 2 x 20 m para frente e para tras, entre a linha de partida e

a de chegada, conforme pode ser visto na representagéo da Figura 1.

*

X
—
20m

= K

Descricdo: O teste de Yo-Yo nivel 2 consiste em corridas repetidas de 2 x 20 m ida e volta, entre a
linha de partida e a de chegada, controlado por sinal sonoro.

Figura 1. Representacéo grafica do teste de Yo-Yo nivel 2.

Fonte: Elaborado pelo autor.

No teste havia um aumento progressivo da velocidade, que foi controlada por bipes
de audio feitos através do dispositivo portatil iPad (Apple Inc., Cupertino, CA), que
estava conectado por Bluetooth em um alto-falante portatil (JBL Inc., Los Angeles,
CA), localizado adjacentemente as pistas de corrida de 20m indicadas por
marcadores. O final do teste foi considerado quando, por duas vezes, o jogador nao
conseguiu chegar a linha de frente a tempo habil, ou ele se sentiu incapaz para
completar outra bateria na velocidade pré-estipulada.

3.4 Consumo maximo de oxigénio
A aptiddo aerbébia € um fator determinante do desempenho em atletas de alto
rendimento, sendo assim, a verificacdo da capacidade funcional cardiorrespiratoria,

€ muito importante para inferir exceléncia (KRAVCHYCHYN et al., 2015).

O consumo maximo de oxigénio (VO2 max.), no presente estudo, foi utilizado para

classificar a capacidade funcional cardiorrespiratoria € como um preditor de
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performance esportiva em jogadores de futebol. O VO2 max. mensura o maior
volume de oxigénio por unidade de tempo que um individuo consegue captar,

respirando ar atmosférico durante o exercicio (MAGALHAES et al., 2021).

Ou seja, essa analise verificou a provavel capacidade dos jogadores de futebol
brasileiros de realizarem exercicios de longa e média duracéo, atraves da realizacao
do Teste de Yo-Yo nivel 2. Esses exercicios sdo extremamente dependentes do

metabolismo aerdébio.

3.5 Analises genéticas e estatisticas

As frequéncias alélicas e genotipicas foram estimadas utilizando o software
GENEPOP (ROUSSET, 2008) para os polimorfismos ACE-I/D e ACTN3 R577X na
amostra de jogadores de futebol e controles. Além disso, na amostra contendo
apenas jogadores de futebol foram estimadas as frequéncias para cada um dos trés
polimorfismos. O teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg realizado nessas amostras
foi feito utilizando o GENEPOP, considerando p> 0,05 quando nao existe evidéncia
de que o locus esta em desequilibrio.

Para a investigacdo da presenca de interacao génica, alguns métodos estatisticos
de andlise de interacdo entre fatores podem ser aplicados como por exemplo, o de
regressado logistica e redes de interacdo génica. Dentre esses métodos, um dos
mais utilizados € a regresséao linear multipla. Porém, esse método possui algumas
limitacBes para analises de interac6es envolvendo muitos fatores e grande tamanho
amostral. Devido a isso, uma abordagem de reducdo de dimensionalidade
multifatorial (MDR), um método que visa reduzir a dimensionalidade de gendtipos
multiloci, facilitando a identificacdo de interagbes (CHUNG et al.,, 2007,
FERNANDEZ-TORRES et al., 2020; HAHN; RITCHIE; MOORE, 2003; RITCHIE;
HAHN; MOORE, 2003; RITCHIE; MOTSINGER, 2005), foi o método escolhido para
avaliar a presenca de interacao génica no presente trabalho.

As analises de interacdo génica e associacdo a performance esportiva foram
realizadas a partir da utilizacdo de um meétodo de reducdo multifatorial de
dimensionalidade, implementado no Software MDR 3.0.2 (v 2) (HAHN; RITCHIE;

MOORE, 2003). Intera¢gBes foram consideradas significativas se p<0,05. Além disso,
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modelos de interacdo que possuiam valores mais altos testing balance accuracy
(TBA) e cross-validation consistency (CVC) foram considerados os melhores

modelos para indicar o modelo de interacéo mais provavel.

O Software MDR 3.0.2 (v 2) (HAHN; RITCHIE; MOORE, 2003) divide a amostra em
quadrantes para todas as possiveis combinacfes entre 0s genotipos que estédo
sendo analisados. Assim, é calculada a raz&o entre casos e controles para cada um
desses quadrantes (OR - Odds Ratio). Em seguida, esses resultados s&o
comparados com a razao entre casos e controles de toda a amostra (Class ratio),
para que assim, esses quadrantes sejam classificados como de baixo risco, quando
a razdo do quadrante é menor do que a da amostra total, e de alto risco, quando a
razdo do quadrante € maior do que a da amostra total (RITCHIE et al., 2001).

O melhor modelo de interacdo obtido € o modelo com maior pontuacdo nos testes
de training balance accuracy (TrBA) e testing balance accuracy (TBA) (RITCHIE et
al., 2001).

Para a andlise de interacdo que buscava identificar se existe interacdo entre esses
polimorfismos, de forma a afetar a probabilidade de um individuo ser jogador de
futebol, os individuos foram divididos e classificados, sendo que jogadores de futebol
(caso) foram classificados como “Class 1” e os ndo jogadores de futebol (controle)
como “Class 0”. Para a analise que visou verificar se existe interacao entre esses
polimorfismos, de forma a modular a performance esportiva aerébica de jogadores
de futebol, uma amostra composta apenas de jogadores de futebol foi analisada.
Para esta analise, os jogadores foram divididos e classificados, de forma que
jogadores que apresentaram VO2 max. acima da média foram classificados como
“Class 1” e os jogadores que apresentaram VO2 méax. abaixo da média, como “Class
0”. A média foi calculada através do Software SPSS 26 e obtida através da analise

de todo o grupo de jogadores (Média de VO2 max = 54,345 ml/kg/min).

27



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Interacbes entre polimorfismos dos genes relacionados a

performance esportiva na amostra de jogadores de futebol e néao

jogadores

Foi analisada uma amostra composta por 227 jogadores de futebol e 100 nao
jogadores, para realizar a analise de interacdo que busca identificar se existe
interacdo entre esses polimorfismos, de forma que isso altere a chance de um

individuo ser jogador de futebol.

4.1.1 Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos ACE-I/D e ACTN3

R577X na amostra de jogadores de futebol e ndo jogadores

As frequéncias alélicas e genotipicas observadas para os 227 jogadores de futebol
brasileiros e 100 ndo jogadores de futebol com relacdo aos polimorfismos ACE-I/D e
ACTN3 R577X sdo apresentados no Quadro 3.

Frequéncias genotipicas
Loci ACTN3 R577X ACE-I/D
Grupo (n) RR (%) | RX (%) | XX (%) | (%) | ID(%) | DD (%)
Jogadores de futebol 101 97 29 (0,13) 47 114 66
(227) (0,44) | (0,43 (0,21) (0,50) (0,29)
N&o jogadores (100) 40 46 14 (0,14) 19 53 28
(0,40) | (0,46) (0,19) (0,53) (0,28)

Quadro 3: Frequéncia genotipica observada para os polimorfismos ACTN3 R577X e ACE-I/D na

amostra de jogadores de futebol e ndo jogadores.

Fonte: Elaborado pelo autor.

As frequéncias alélicas observadas para os jogadores de futebol para o polimorfismo
ACTN3 R577X foram, 0,66 (299) para o alelo R, e 0,34 (155) para o alelo X, e para
0s néo jogadores foram, 0,63 (126) para o alelo R, e 0,37 (74) para o alelo X. As
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frequéncias genotipicas foram 0,44 para RR, 0,43 para RX, 0,13 para XX na amostra
de jogadores de futebol. Para a amostra de ndo jogadores as frequéncias
genotipicas foram 0,40, 0,46 e 0,14 para RR, RX e XX, respectivamente. Na
literatura, foram observados perfis similares de frequéncias para os genétipos RR,
RX, XX relatadas na populacdo geral de brasileiros de 0,37, 0,47 e 0,16,
respectivamente. Além disso, para jogadores de futebol profissionais brasileiros
Silva e colaboradores (2011) observaram diferenca entre as frequéncias genotipicas
da populacdo geral e a de jogadores de futebol, sendo que os resultados
encontrados pelos pesquisadores para RR, RX, XX foram de 0,45, 0,50 e 0,05,
respectivamente (SILVA et al., 2011). Porém na amostra do presente trabalho nao
se observou diferenca no perfil entre as frequéncias genotipicas observadas para 0s
jogadores de futebol e ndo jogadores.

As frequéncias alélicas observadas para o polimorfismo ACE-I/D no presente
trabalho foram 0,54 (246) para o alelo D e 0,46(208) para o alelo | para os jogadores
de futebol e para os ndo jogadores foram 0,54 (109) para o alelo D e 0,46(91) para o
alelo I. As frequéncias genotipicas para a amostra de jogadores de futebol foram
0,21, 0,50 e 0,29 para Il, ID e DD, respectivamente. Na amostra de néo jogadores a
frequéncia genotipica observada foi 0,19, 0,53 e 0,28 para Il, ID e DD,
respectivamente. Esses resultados tem mesmo perfil do que foi encontrado na
literatura, onde foram observadas frequéncias dos gendtipos I, ID e DD de 0,25,
0,50 e 0,25, respectivamente, para populacdo geral de caucasianos (JONES;
MONTGOMERY; WOODS, 2002). Aléem disso, os resultados encontrados no
presente estudo para jogadores de futebol profissionais tem mesmo perfil dos
relatados na literatura, cujas frequéncias foram de 0,23 para Il, 0,46 para ID e 0,29
para DD, em jogadores de futebol lituanos (GINEVICIENE et al., 2014); 0,14 para ll,
0,26 para ID e 0,60 para DD em jogadores de futebol italianos; 0,14 para Il, 0,50
para ID e 0,36 para DD em jogadores espanhois (GINEVICIENE et al., 2014).

Assim como o0s pesquisadores supracitados, no presente trabalho ndo se observou
diferenca no perfil da frequéncia genotipica quando comparada a populagédo geral
com a de jogadores de futebol. Essa similaridade na frequéncia encontrada para

ambos os polimorfismos sugere que qualquer influéncia desses polimorfismos néao é
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de magnitude suficiente para influenciar significativamente para que um individuo

seja jogador de futebol.

As frequéncias genotipicas observadas para os polimorfismos ACE-I/D e ACTN3
R577X atenderam ao Equilibrio de Hardy-Weinberg, com valor de p de 0,6613 e

0,4767, respectivamente para toda a amostra contendo casos e controle.

Para verificar se as categorias/idade da amostra, tinham impacto na homogeneidade
das frequéncias genotipicas foi verificado se havia diferenca nas frequéncias
genotipicas de cada categoria, usando o teste de qui-quadrado. O resultado do teste
foi 5,173 (p= 0.270), indicando que n&o foi observada diferenga. Assim, a amostra de
jogadores de futebol poderia ser analisada no geral, ndo havendo a necessidade de

subdivisédo levando em consideracao as categorias/idade.

4.1.2 Anélise de interacdo génica entre os polimorfismos ACE-I/D e ACTN3
R577X

A fim de testar se ha interacdo entre os loci ACE-I/D e ACTN3 R577X quando se
compara jogadores de futebol e ndo jogadores de futebol, foi utilizada a andlise de
reducdo de dimensionalidade multifatorial. O quadro 4 e a figura 2 resumem 0s
resultados do software MDR, o qual avalia todas as combinacbes de gendtipos
possiveis, calculando para cada uma delas a razdo de jogadores/nao jogadores de
futebol (razdo observada ou OR). Esta razdo é comparada com a razdo de
jogadores/nao jogadores de futebol obtida a partir da amostra total (razdo esperada
ou class ratio). Combinacdes genotipicas apresentando razdes observadas que
desviam da razéo esperada sdo consideradas como possivel evidéncia de interacdo
e destacadas na figura em tons de cinza mais escuro. O quadro 4 apresenta ainda
os valores de TrBA, TBA, CVC e os valores de p referentes a cada modelo testado
(sem interacdo ou com interacdo). O modelo mais provavel, foi definido com base

nesses valores e esta destacado em negrito (Quadro 4).
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Modelo TrBA TBA CcvC p-value
ACTN3 R577X 0,5259 0,4298 6/10 0,4497
ACTN3 R577X, ACE-I/D 0,5716 0,5043 10/10 0,026

Quadro 4: Resultado dos modelos de interacdo dos polimorfismos ACE-I/D e ACTN3 R577X para

jogadores e ndo jogadores de futebol. Analise desenvolvida no Software MDR 3.0.2 (v 2).

Fonte: Elaborado pelo autor.

O modelo mais provavel foi o modelo de interacdo incluindo ambos os polimorfismos
ACE-I/D e ACTN3 R577X. Este modelo apresentou um TBA de 0,504, um CVC de
10/10 e um valor de p=0,026. Este resultado sugere, portanto, que combinacdes
genotipicas especificas nos loci ACE-I/D e ACTN3 R577X, como DD/RR, ID/RR,
ID/XX e ll/RX estdo mais presentes na amostra de jogadores de futebol do que na

populacdo em geral, aqui representada pela amostra de ndo jogadores.

Dado que a razao esperada foi de 2,27, os maiores desvios observados ocorreram
para as combina¢des genotipicas RX/Il (OR=4,80) e RR/ID (OR=3,00). Além disso,
0s gendtipos RR/DD (OR=2,73) e XX/ID (OR=2,30) também foram considerados

mais presentes na categoria jogadores quando comparados a ndo jogadores.

E bem conhecido, em decorréncia de estudos anteriores, que o futebol é um esporte
caracterizado por exigir do individuo um perfil metabdlico misto, aerébio e anaerdébio,
para que o mesmo tenha uma alta performance. As combinagdes genotipicas RX/II
(OR=4,80) e XX/ID (OR=2,30) reforcam essas evidéncias, pois 0s genétipos RX e ID
apresentam correlacdo individual a um melhor desempenho em atividades
esportivas anaerébicas e os genodtipos XX e Il estdo relacionados a um melhor
desempenho em atividades esportivas aerébicas. Além disso, podemos observar na
Figura 2, como a incluséo do polimorfismo ACE I/D contribui consideravelmente para
aumentar o poder de discriminacdo entre os grupos de jogadores e ndo jogadores, ja
que a razdo observada para o gendétipo RX no modelo sem interacéo foi apenas de
2,11 (Figura 2B). No modelo de interagéo, observamos razdes de até 4,80 (Figura
2A).
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Figura 2A: Andlise de interagdo gene-gene entre os polimorfismos ACE-I/D e ACTN3 R577X na

amostra de jogadores de futebol e ndo jogadores.

Descrigcdo: Distribuicdo de jogadores e ndo jogadores de futebol de acordo com as classes
genotipicas para A) o modelo de intera¢@o dos polimorfismos ACE-I/D e ACTN3 R577X; e para B) o
modelo sem interagdo (apenas ACTN3 R577X). Imagem obtida através do Software MDR 3.0.2 (v 2).
Os quadrantes foram classificados como de alta chance se a razédo de casos para controles 22,27, e

de baixa chance, se arazao < 2,27.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 2B: Andlise de interac@o gene-gene considerando apenas o polimorfismo ACTN3 R577X da

amostra de jogadores de futebol e ndo jogadores.

Descricdo: Distribuicdo de jogadores e nado jogadores de futebol de acordo com as classes

genotipicas no modelo do polimorfismo ACTN3 R577X de acordo com os resultados da andlise feita
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no Software MDR 3.0.2 (v 2). Os quadrantes foram classificados como de alta chance se a razéo de

casos para controles 22,27, e de baixa chance, se a razdo < 2,27.

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2 Interacbes entre polimorfismos dos genes relacionados a

performance esportiva na amostra de jogadores de futebol

Foi utilizada uma amostra composta por 226 jogadores de futebol, para a andlise
gue visa verificar se existe interacao entre os polimorfismos ACE-I/D, ACTN3 R577X
e LIN28A A/G, de forma a modificar a chance do jogador de futebol ter valor de VO:2

max acima da média, ou seja, uma melhor performance esportiva aerdbica.

A fim de testar se ha interagéo entre os loci ACE-I/D, ACTN3 R577X e LIN28A A/G,
quando comparamos jogadores de futebol, utilizamos a analise de reducdo de
dimensionalidade multifatorial. Os resultados foram representados através de figuras

e dados angariados por meio do software MDR.

4.2.1 Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos ACE-I/D, ACTN3
R577X e LIN28A A/G na amostra de jogadores de futebol

As frequéncias genotipicas observadas para os 226 jogadores de futebol brasileiros
com relacdo aos polimorfismos ACE-I/D, ACTN3 R577X e LIN28BA A/G séo

apresentados no Quadro 5.

Frequéncias genotipicas

Loci ACTN3 R577X ACE-I/D LIN2BA A/G
Grupo RR RX XX Il ID DD | AA | AG | GG
(226) (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)

Jogadores | 101 97 28 47 113 66 17 114 95

Quadro 5: Frequéncia genotipica observada para os polimorfismos ACE-1/D, ACTN3 R577X e
LIN28A A/G na amostra de jogadores de futebol.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As frequéncias alélicas observadas para o polimorfismo ACTN3 R577X foram, 0,66
(299) para o alelo R, e 0,34 (153) para o alelo X. As frequéncias genotipicas
observadas para a amostra de jogadores de futebol foram 0,44 para RR, 0,43 para
RX, 0,13 para XX. Anteriormente, Silva e colaboradores descreveram as frequéncias
genotipicas de jogadores de futebol brasileiros, sendo que o0s resultados
encontrados pelos pesquisadores para RR, RX, XX foram de 0,45, 0,50 e 0,05
respectivamente (SILVA et al., 2011). Neste caso é possivel observar que o perfil
genotipico diferente entre as duas amostras, sendo o genoétipo RR o mais frequente
na amostra do presente trabalho e o RX o mais frequente na amostra de Silva e
colaboradores.

As frequéncias alélicas observadas para o polimorfismo ACE-I/D no presente
trabalho foram 0,54 (245) para D e 0,46 (208) para | 0,46 (207). As frequéncias
genotipicas observadas para a amostra de jogadores de futebol foram 0,21 para Il,
0,50 para ID, 0,29 para DD. Esses resultados, encontrados no presente estudo para
jogadores de futebol profissionais, tem perfil proximo ao relatado na literatura, cuja
frequéncia foi de 0,23 para ll, 0,46 para ID e 0,29 para DD , em jogadores de futebol
lituanos (GINEVICIENE et al., 2014). Porém, quando comparado com jogadores de
futebol italianos de frequéncia 0,14 para Il, 0,26 para ID e 0,60 para DD e com
jogadores espanhois de frequéncia 0,14 para Il, 0,50 para ID e 0,36 para DD
(GINEVICIENE et al., 2014) encontrou-se diferenca no perfil de frequéncia de DD e
ID em jogadores de futebol italianos e mesmo perfil para jogadores espanhdis.

As frequéncias alélicas observadas para o polimorfismo LIN28A A/G no presente
trabalho foram 0,54 (245) para o alelo D e 0,46 (207) para o alelo I. As frequéncias
genotipicas observadas para a amostra de jogadores de futebol foram 0,08 para AA,
0,50 para AG, 0,42 para GG. O presente trabalho utilizou a mesma amostra que
Kanope e colaboradores (2021), o qual foi o primeiro trabalho a inferir a frequéncia
alélica e genotipica do polimorfismo LIN28A A/G e a aponta-lo como associado a
performance esportiva. Esses resultados podem sugerir que o tamanho amostral
utilizado no presente estudo foi suficiente para inferir as frequéncias genotipicas dos
polimorfismos ACE-I/D, ACTN3 R577X e LIN28A A/G dos jogadores brasileiros.
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As frequéncias genotipicas observadas para os polimorfismos ACE-I/D e ACTNS3
R577X atenderam ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0.5580 e p=1.0000,
respectivamente). J4 a frequéncia genotipica observada para o polimorfismo LIN28A
A/G ndo atendeu ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (p= 0.0368), apresentando um
excesso de heterozigotos (p=0,0211) na amostra contendo apenas jogadores de
futebol.

A média de VO2 max observada para todos os jogadores foi de 54,34 ml/kg/min. O
valor mais elevado de VO2 max observado foi de 66,34 ml/kg/min e o inferior foi
43,66 ml/kg/min.

4.2.2 Andlise de interacdo génica entre os polimorfismos ACE-I/D e ACTN3
R577X

O modelo mais provavel foi 0 modelo de interacao incluindo ambos os polimorfismos
ACE-I/D e ACTN3 R577X (Quadro 6). Este modelo apresentou um TrBA de 0,6835,
um TBA de 0,6582, um CVC de 10/10 e um valor de p< 0,0001. Este resultado
sugere, portanto, que combinacfes genotipicas especificas dos loci ACE-I/D e
ACTN3 R577X, como ID/XX, DD/RX, II/RR estédo associadas a valores de VO2 max

acima da média.

Modelo TrBA TBA cvC p-value
ACTN3 R577X 0,6029 | 0,5196 9/10 < 0,0001
ACTN3 R577X * ACE-I/D 0,6835 | 0,6582 10/10 < 0,0001

Quadro 6: Resultado dos modelos de interacdo do ACE-I/D e ACTN3 R577X da amostra de
jogadores de futebol Andlise desenvolvida no Software MDR 3.0.2 (v 2).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dado que a razdo esperada foi de 0,8016, os maiores desvios observados
ocorreram para as combinac¢des genotipicas XX/ID (OR=4,75) e RX/DD (OR=2,30).
O gendtipo RR/II (OR=1,00) também foi considerado mais presente na categoria

jogadores futebol que possuem valor de VO2 max acima da meédia.
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As combinagBes genotipicas XX/DD e XX/lIl também tiveram valor de razéo
observada superior ao da razao esperada, porém por serem classes genotipicas
pouco frequentes na presente amostra, optamos por desconsiderar esses
resultados.

Levando em consideracdo que os gendtipos XX e Il sozinhos estdo correlacionados
a um melhor desempenho em atividades esportivas aerdbicas, a combinacdo
genotipica que esperava-se ter o maior desvio, € a XX/Il, além disso as
combinacgBes XX/ID, XX/DD, RX/ll, RR/lIl também estdo relacionados o um melhor
desempenho em atividades esportivas aerobicas. Devido a isso, os valores de razdo
observados para as combinagbes XX/ID (OR=4,75) e RR/lIl (OR=1,00) estdo de
acordo com o esperado. Adicionalmente, levando em consideragéo o valor de OR da
combinacdo XX/ID, que foi o valor mais elevado encontrado na presente analise, e
as combinacdes XX/DD e XX/, que mesmo sendo desconsideradas aqui,
corroboram que o gendtipo XX tem influéncia expressiva no valor de VO2 max.
Porém, como pode ser observado na figura 3, quando incluimos a informacao do
segundo loci, ACE-I/D, contribui consideravelmente para aumentar o poder de
discriminacao entre os grupos de jogadores com valores de VO2 max acima e abaixo
da média, quando o individuo além de ter o gendtipo XX também apresenta o ID, ha

maior chance do valor de VO2 méax estar acima da média.
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Figura 3A: Andlise de interacdo gene-gene entre os polimorfismos ACE-I/D e ACTN3 R577X da

amostra de jogadores de futebol com relagdo a VO2 max.
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Descricao: Distribuicdo de jogadores e nao jogadores de futebol de acordo com as classes
genotipicas para A) o modelo de interagéo dos polimorfismos ACE-I/D e ACTN3 R577X; e para B) o
modelo sem interacédo (apenas ACTN3 R577X). Imagem obtida através do Software MDR 3.0.2 (v 2) .
Os quadrantes foram classificados como de alta chance se a razdo de casos para controles 20,8016,

e de baixa chance, se a razdo < 0,8016.

Fonte: Elaborado pelo autor

Podemos observar na Figura 3, como a inclusdo do polimorfismo ACE I/D contribui
consideravelmente para aumentar o poder de discriminagcdo entre os grupos de
jogadores, ja que a razéo observada para o genotipo RR no modelo sem interagéo
foi apenas de 0,51 (Figura 3B). No modelo de interacéo, observamos razfes de até
1,00 (Figura 3A). Além disso, reforca a indicacdo de que o genotipo XX tem forte

influéncia na discriminacéo pois no modelo sem interacdo possui razao de 4,8.
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Figura 3B: Andlise de interacdo gene-gene considerando apenas o polimorfismo ACTN3 R577X da

amostra de jogadores de futebol.

Descricdo: Distribuicdo de jogadores e nado jogadores de futebol de acordo com as classes
genotipicas no modelo do polimorfismo ACTN3 R577X, de acordo com os resultados da analise feita
no Software MDR 3.0.2 (v 2). Os quadrantes foram classificados como de alta chance se a raz&o de

casos para controles 20,8016, e de baixa chance, se a razédo < 0,8016.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2.3 Analise de interacdo génica entre os polimorfismos ACE-I/D e LIN28A A/G
O modelo mais provavel foi o modelo de interacdo incluindo ambos os polimorfismos
ACE-I/D e LIN28A A/G. Este modelo apresentou um TrBA de 0,6205, um TBA de
0,5742, um CVC de 10/10 e um valor de p= 0,0003 (Quadro 7). Este resultado
sugere, portanto, que combinacfes genotipicas especificas dos loci ACE-I/D e
LIN28A A/G, como DD/AG, DDI/GG, IlI/AG estédo associados na amostra de jogadores

de futebol a individuos que possuem valor de VO2 max acima da média.

Modelo TrBA TBA CVC | p-value
LIN28A A/G 0,5858 0,5515 | 10/10 | <0,0001
LIN28A A/G * ACE-I/ID 0,6205 0,5742 | 10/10 0,0003

Quadro 7: Resultado dos modelos de interacdo entre os polimorfismos ACE-I/D e LIN28A A/G da

amostra de jogadores de futebol Analise desenvolvida no Software MDR 3.0.2 (v 2).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dado que a razdo esperada foi de 0,7937, os maiores desvios observados
ocorreram para as combinac¢des genotipicas AG/DD (OR=1,07) GG/DD (OR=0,93) e
AG/Il (OR=0,85).

As combinacdes genotipicas AA/DD, AA/ID e AA/ll também tiveram valor de razéo
observada superior ao de razao esperada, porém por terem um n amostral muito

baixo, seus resultados foram desconsiderados.

Levando em consideracédo que os gendtipos AA e Il sozinhos estdo correlacionados
a um melhor desempenho em atividades esportivas aerdbicas, a combinacdo
genotipica que esperava-se ter o maior desvio, € a AA/ll, além disso as
combinacdes AA/ID, AA/DD, AG/Il, GG/Il também estdo correlacionados com um
melhor desempenho em atividades esportivas aerdbicas. Devido a isso, os valores
de razéo observados para as combinacées AG/DD (OR=1,07) e AG/ll (OR=0,85)
estdo de acordo com o esperado. Além disso, como pode ser observado na figura 4,
quando incluimos a informacdo do segundo loci, ACE-I/D, contribui
consideravelmente para aumentar o poder de discriminagdo entre os grupos de

jogadores, por exemplo, o genotipo DD teve influéncia consideravel nessa melhor
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caracterizacdo, mesmo que segundo a literatura, ele esteja correlacionado com

melhor desempenho em atividades esportivas anaeroébicas.
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Figura 4A: Andlise de interacdo gene-gene entre os polimorfismos ACE-I/D e LIN28A A/G da amostra
de jogadores de futebol.

Descricdo: Distribuicdo de jogadores e nédo jogadores de futebol de acordo com as classes
genotipicas para A) o modelo de interacdo dos polimorfismos ACE-I/D e LIN28A A/G; e para B) o
modelo sem interacdo (apenas LIN28A A/G). Imagem obtida através do Software MDR 3.0.2 (v 2). Os
quadrantes foram classificados como de alta chance se a razdo de casos para controles 20,7937, e

de baixa chance, se a razao < 0,7937.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Podemos observar na Figura 4, que a razédo observada para o genétipo AG e GG no
modelo sem interacdo foram apenas de 0,75 e 0,56, respectivamente (Figura 4B).

No modelo de interacdo, observamos razdes de até 1,07 (Figura 4A).
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Figura 4B: Andlise de interacdo gene-gene considerando apenas o polimorfismo LIN28A A/G da

amostra de jogadores de futebol.

Descrigcdo: Distribuicdo de jogadores e ndo jogadores de futebol de acordo com as classes
genotipicas no modelo do polimorfismo LIN28A A/G, de acordo com os resultados da analise feita no
Software MDR 3.0.2 (v 2). Os quadrantes foram classificados como de alta chance se a razéo de

casos para controles 20,7937, e de baixa chance, se a razdo < 0,7937.

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2.4 Andlise de interacdo génica entre os polimorfismos LIN28A A/G e ACTN3
R577X

O modelo mais provavel foi 0 modelo de interacdo incluindo ambos os polimorfismos
LIN28A A/G e ACTN3 R577X. Este modelo apresentou um TrBA de 0,6606, um TBA
de 0,6225, um CVC de 10/10 e um valor de p< 0,0001 (Quadro 8). Este resultado
sugere, portanto, que combinac¢des genotipicas especificas nos loci LIN28A A/G e
ACTN3 R577X, como XX/AG, XX/GG apresentam associagdo na amostra de

jogadores de futebol que possuem valor de VO2 max acima da média.

Modelo TrBA TBA CVC | p-value
ACTN3 R577X 0,5996 0,5580 | 10/10 0,004
ACTN3 R577X * LIN28A A/G 0,6606 0,6225 | 10/10 | <0,0001

Quadro 8: Resultado dos modelos de interacéo dos polimorfismos LIN28A A/G e ACTN3 R577X da

amostra de jogadores de futebol. Analise desenvolvida no Software MDR 3.0.2 (v 2).

Fonte: Elaborado pelo autor.

40



Dado que a razédo esperada foi de 0,7937, os maiores desvios observados
ocorreram para as combinac¢des genotipicas XX/AG (OR=4,67), XX/GG (OR=2,50).

As combinagdes genotipicas RR/AA, RX/AA e XX/AA também tiveram valor de razéo
observada superior ao de razado esperada, porém por terem 0 n amostral muito

baixo, seus resultados foram desconsiderados.

Levando em consideragdo que o0s gendtipos XX e AA sozinhos estdo
correlacionados o um melhor desempenho em atividades esportivas aerobicas, a
combinacgdo genotipica que esperava-se ter o maior desvio, € a XX/AA, além disso
as combinacfes XX/AG, XX/GG, RX/AA, RR/AA também estédo correlacionados com
um melhor desempenho em atividades esportivas aerobicas. Devido a isso, 0s
valores de raz&do observados para as combinagbes XX/AG (OR=4,67) e XX/GG
(OR=2,50) estdo de acordo com o esperado. Adicionalmente, levando em
consideracdo o valor de OR da combinacdo XX/AG, que foi o valor mais elevado
encontrado na presente andlise, e as combinacdes RR/AA, RX/AA e XX/AA, que
mesmo nao sendo consideradas significativas, corroboram a tendéncia dos
genodtipos XX e AA contribuirem para um maior valor de VO2 max. Como pode ser
observado na figura 5, quando incluimos as informacfes dos dois loci, contribui
consideravelmente para aumentar o poder de discriminagcdo entre os grupos de

jogadores.
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Figura 5A: Andlise de interacdo gene-gene entre os polimorfismos LIN28A A/G e ACTN3 R577X da

amostra de jogadores de futebol.

Descricao: Distribuicéo de jogadores e ndo jogadores de futebol de acordo com as classes
genotipicas para A) o modelo de interacéo dos polimorfismos ACTN3 R577X e LIN28A A/G; e para B)
0 modelo sem interacdo (apenas ACTN3 R577X). Imagem obtida através do Software MDR 3.0.2 (v
2). Os guadrantes foram classificados como de alta chance se a raz@o de casos para controles

20,7937, e de baixa chance, se a razdo < 0,7937

Fonte: Elaborado pelo autor.

Podemos observar na Figura 5, como a incluséo do polimorfismo LIN28A A/Gque a
raz&o observada para o gendtipo XX no modelo sem interacéo foi de 4,6 (Figura 5B).
No modelo de interacdo, observamos razdes de XX/AG (OR=4,67), XX/GG
(OR=2,50) (Figura 5A), evidenciando que o gendtipo GG contribui para gerar um

valor de razao inferior.
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Figura 5B: Andlise de interac@o gene-gene considerando apenas o polimorfismo ACTN3 R577X da

amostra de jogadores de futebol.

Descrigcdo: Distribuicdo de jogadores e ndo jogadores de futebol de acordo com as classes
genotipicas no modelo do polimorfismo ACTN3 R577X, de acordo com os resultados da analise feita
no Software MDR 3.0.2 (v 2). Os gquadrantes foram classificados como de alta chance se a razdo de

casos para controles 20,7937, e de baixa chance, se a razdo < 0,7937.

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2.5 Anadlise de interacdo génica entre os polimorfismos ACE-I/D, ACTN3
R577X e LIN28A A/G

Apés realizar as analises de interacdo gene-gene separadamente entre 0s
polimorfismos ACE-I/D, ACTN3 R577X e LIN28A A/G e identificar que em todas as
analises eles apresentaram interacdo buscou-se verificar se os polimorfismos dos 3

genes, possuiam todos, em conjunto, interacao génica.

Primeiramente, foi realizada a analise de interacdo génica entre os gendtipos de
cada um dos trés polimorfismos ACE-I/D, ACTN3 R577X e LIN28A A/G e foi

observada interacdo génica.

O melhor modelo para predizer performance esportiva foi composto pelos
polimorfismos ACE-I/D, ACTN3 R577X e LIN28A A/G. Este modelo apresentou um
TrBA de 0,7319, um TBA de 0,7089, um CVC de 10/10 e um valor de p< 0,0001
(Quadro 9). Este resultado sugere, portanto, que combinacdes genotipicas
especificas nos loci ACE-I/D, ACTN3 R577X e LIN28BA A/G, como ID/XX/AG,
ID/IXXIGG, DD/RX/GG, DD/RX/AG estdo mais presentes na amostra de jogadores

de futebol que possui valor de VO2 max acima da média.
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Modelo TrBA TBA CvC p-value

ACTN3 R577X 0,5996 0,558 | 10/10 0,0004
ACTN3 R577X * ACE-I/D 0,6808 | 0,6808 | 10/10 < 0,0001
ACTN3 R577X * ACE-I/D LIN28A A/G 0,7319 | 0,7089 | 10/10 < 0,0001
Quadro 9: Resultado dos modelos de interacdo dos polimorfismos ACE-I/D, ACTN3 R577X e LIN28A

A/G da amostra de jogadores futebol. Analise desenvolvida no Software MDR 3.0.2 (v 2).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dado que a razdo esperada foi 0,79370s maiores desvios observados ocorreram
para as combinacdes genotipicas ID/XX/AG (OR=5,00), ID/XX/GG (OR= 2,5),
DD/RX/GG (OR=2,40). Também foram associados com valores de VO2 max acima
da média, os gendtipos DD/RX/AG (OR=1,60), II/RR/AG (OR=1,25), II/RR/GG
(OR=0,83).

As combinacdes genotipicas DD/XX/AG e II/XX/AG também tiveram valor de razéo
observada superior ao de razdo esperada, porém foram pouco frequentes na nossa

amostra e, portanto, foram desconsiderados.

Levando em consideracdo que os genotipos I, XX e AA isoladamente foram
associados a um melhor desempenho em atividades esportivas aerdbicas, 0s
valores de raz&o observados para as combinagdes ID/XX/AG (OR=5,00), ID/XX/AG
(OR= 2,5), obteve melhor resultado, conforme pode ser visualizado na figura 6A,
onde o modelo levando em consideracdo apenas o ACTN3 R577X teve razdo de XX
(OR=3,8) e o0 que tinha o ACE-I/D, ACTN3 R577X razdo para ID,XX (OR=3,75),
reforcando assim a evidéncia, de que quando adiciona-se a informacéo dos trés loci,
contribui consideravelmente para aumentar o poder de discriminagcdo entre o0s

grupos de jogadores.
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Figura 6A: Andlise de interacdo gene-gene entre os polimorfismos ACE-I/D, ACTN3 R577X e LIN28A

A/G da amostra de jogadores de futebol.

Descrigcdo: Distribuicdo de jogadores e ndo jogadores de futebol de acordo com as classes
genotipicas para A) o modelo de interag&o dos polimorfismos ACE-I/D, ACTN3 R577X e LIN28A A/G;
e para B) o modelo sem interacéo (apenas ACTN3 R577X e ACE-I/D, ACTN3 R577X). Imagem obtida
através do Software MDR 3.0.2 (v 2). Os quadrantes foram classificados como de alta chance se a

razao de casos para controles 20,7937, e de baixa chance, se a razdo < 0,7937

Fonte: Feito pelo autor.
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Figura 6B: Analise de interacdo gene-gene considerando apenas o polimorfismo ACTN3 R577X e do

ACE-I/D da amostra de jogadores de futebol.
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Descricao: Distribuicdo de jogadores e nao jogadores de futebol de acordo com as classes
genotipicas nos modelos dos polimorfismos ACTN3 R577X e do ACE-I/D, de acordo com os
resultados da analise feita no Software MDR 3.0.2 (v 2). Os quadrantes foram classificados como de

alta chance se a raz&o de casos para controles 20,7937, e de baixa chance, se a razdo < 0,7937.

Fonte: Feito pelo auto
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5 CONCLUSAO

No presente trabalho, observamos a presenca de interacdo génica entre 0s
polimorfismos ACE-I/D e ACTN3 R577X ao compararmos jogadores de futebol
brasileiros e ndo jogadores. Este foi o primeiro trabalho a avaliar a presenca de
interacdo génica entre os genes ACTN3, ACE e LIN28A com relagcédo a performance
esportiva. Em conjunto, nossos resultados sugerem que polimorfismos associados
de forma individual com performance esportiva, como ACE-I/D, ACTN3 R577X e
LIN28A A/G, interagem para a modulacdo do desempenho de jogadores de futebol
de elite e tém, portanto, potencial para serem aplicados na medicina esportiva. Os
loci aqui investigados tém o potencial de serem utilizados em um painel de
marcadores moleculares que poderia auxiliar os clubes de futebol a tomar decisdes
informadas sobre o planejamento de treinos, jogos, descansos e prevencdo de
lesBes, potencializando assim a chance de vantagem competitiva num esporte que é
tdo disputado, como € o futebol. Portando, de acordo com o presente estudo, 0s
individuos ID/XX/AG (OR=5,00), ID/XX/GG (OR= 2,5), DD/RX/GG (OR=2,40),
podem apresentar melhor perfil de treinamento especifico de resisténcia aerdbia.
Além disso, é possivel monitorar o estresse (dano) quando os atletas sofrem os
mesmos estimulos, sendo entdo a juncdo desses conhecimentos, capaz de fornecer
uma informacdo mais acertiva sobre os jogadores, que pode ser utilizada pela
comissao técnica e departamento médico para que seja feito cronogramas de
treinamento e descansos que respeitem a individualidade biologica dos atletas.
Porém, é importante ressaltar que o desempenho em esportes coletivos é um fator
multifatorial e ndo necessariamente atletas que possuem combinacdes genotipicas

diferentes das citadas acima, terdo um desempenho aerdébico inferior.
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6 PERSPECTIVAS

Apéds observar interacdo génica entre os polimorfismos ACE-I/D, ACTN3 R577X e
LIN28A na amostra de jogadores de futebol brasileiros, seria interessante, em
futuros trabalhos, compreender os mecanismos que geram tal interacdo. Isso pode
ser feito através de uma metodologia que inicialmente mapeia-se 0s possiveis
mecanismos de co-atuacdo, se € através da mesma via bioquimica, se é por uma
interacdo entre as proteinas e verifica-se ha interagédo génica devido a esses fatores.
A interacdo também pode ser comprovada através da analise do fenotipo em
cobaias animais ap6s uma manipulacdo genética para expressdo ou delecdo dos
genes investigados (ELBAU; CRUCEANU; BINDER, 2019).

Além disso, seria interessante confirmar se o resultado desse estudo também pode
ser encontrado em outras amostras, contendo individuos de diferentes etnias e se
esse perfil de interacdo também estd presente em outros esportes, pois 0s
polimorfismos ACE-I/D, ACTN3 R577X e LIN28A estdo associados ndo s6 a

performance esportiva no futebol, como também em outras modalidades.

Os polimorfismos ACE-I/D, ACTN3 R577X e LIN28A também estdo correlacionados
a fatores além da performance esportiva aerdbia (VO2 max acima da média), como
performance esportiva anaerdbica e resposta inflamatdria, sendo assim relevante
analisar a interacdo génica também com relacdo a esses fenoétipos, através da

andlise de testes de forca e de dano muscular, respectivamente.

Ademais, seria pertinente analisar a interacdo génica com outros polimorfismos que
venham a ser relacionados com performance esportiva e fatores ambientais, tais
como os polimorfismos da PPARaq, IL-6, MSTN e AGT.
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