UTrer

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA BIOMEDICA

GLAUCIO NEVES WOELLNER

AVALIAGAO DA ASSOCIAGAO DOS POLIMORFISMOS DA
ENZIMA CONVERSORA DA ANGIOTENSINA (ACE) E ACTN3 NA
RELAGAO POTENCIA VERSUS RESISTENCIA

DISSERTACAO - MESTRADO

CURITIBA
2017




GLAUCIO NEVES WOELLNER

AVALIACAO DA ASSOCIACAO DOS POLIMORFISMOS DA
ENZIMA CONVERSORA DA ANGIOTENSINA (ACE) E ACTN3 NA
RELAGAO POTENCIA VERSUS RESISTENCIA

CURITIBA
2017

Dissertagcdo apresentada como
requisito parcial para obtencdo do
grau de Mestre em Engenharia
Biomédica, do Programa de Pés-
Graduacéo em Engenharia

Biomédica, Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana.
Area de Concentracéo:

Biotecnologia
ORIENTADOR: PROF. DR.

JULIO CESAR BASSAN



Dados Internacionais de Catalogagdoc na Publicacgio

WBdZa
2017

Woellner, Glaucioc Heves

Avaliagdo da associagd3o dos polimorfismos da enzima
conversora da angiotensina (ACE}) e ACTMI na relagdo
poténoia wersus resisténecia / Glaucio Neves Woellner.,--—
2017.

60 £.: il.; 30 cm.

Disponivel também wia World Wide Web.

Texto em portugués, com resumoc em inglés.

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Tecnologica
Federal do Parana. PFrograma de Pas-Graduagdc em Engenharia
Biomédica. Area de Concentracfo: Engenharia Biomédica,
Curitiba, 2017.

Bibliografiz: £. 42-48.

1. Genes. 2. Enzima conversora da angiotensina. 3.
Polimorfismo (Genética). 4. Treinamento (Atletismo)
- Asgpectos fisiologicos. 5. Exercicios fisicos - Aspectos
fisiolagicos. 6. Desempenho. 7. Aptiddo fisica do
atleta. B. Engenharia biomédica - Dissertagdes. I. Bassan,
Jilio Cesar, orient. II. Universidade Tecnolégica Federal
do Parana. PFrograma de FPds-graduacdo em Engenharia
Biomédica. III. Titulo.

CDD: Ed. 22 -- &10.:28

Biblicteca Central do Cimpus Curitiba - UTFPR



UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAE} PARANA P P G E Bb
CAMPUS CURITIBA
Programa de Pos-Graduacdo em Engenharia Biomédica

Titulo da Dissertagao N° 82

“Avaliacado da associacao dos polimorfismos da
enzima conversora da angiostensina (ACE) e
ACTN3 narelacao poténcia versus resisténcia”.

Campus Curitiba

Por

Glaucio Neves Woellner

AREA DE CONCENTRACAO: Engenharia Biomédica
LINHA DE PESQUISA: Engenharia Clinica e Gestéo.

Esta dissertacdo foi apresentada como requisito parcial a obtencao
do grau de MESTRE EM ENGENHARIA BIOMEDICA (M.Sc.) — Area de
Concentracado: Engenharia Biomédica, pelo Programa de Pos-Graduacédo em
Engenharia Biomédica (PPGEB), — da Universidade Tecnologica Federal do
Parand (UTFPR), Campus Curitiba, as 10h00Omin do dia 22 de fevereiro de
2017. O trabalho foi aprovado pela Banca Examinadora, composta pelos
professores:

Julio Cesar Bassan, Dr. Prof. Fabiano de Macedo Salgueirosa, Dr.
(Presidente — UTFPR) (UP)

Prof. Antonio Palma Setti, Dr.
(UTFPR)

Prof2. Leandra Ulbricht.,Dr2,

Visto da coordenagéo: (Coordenadora do PPGEB)



AGRADECIMENTOS

Talvez tdo complexo quanto finalizar um projeto como a dissertagéo
seria o de ser justo o suficiente no agradecimento as pessoas e instituigdes que
tanto me ajudaram nesta caminhada. Mas preciso dar o primeiro passo, assim
como foi com esta missao.

Primeiramente, gostaria de agradecer, enaltecer, me desculpar, com a
minha esposa, Claudia. Foram muitos momentos complicados de duvidas,
incertezas e até mesmo de decepcédo e tristeza; e vocé estava la comigo, me
suportando. Mesmo quando ndo concordava ou se cansava de prestar este
suporte, mostrava-me a importancia de ficarmos unidos e juntos, afinal, tudo
gue sempre me importou.

Também gostaria de agradecer e desculpar-me com os meus filhos, que
durante muito tempo, tiveram um pai ausente, ainda que fosse com o espirito
ausente. Muito obrigado pela paciéncia, carinho, amor e compreensao.

Aos meus pais, Silvete e Homero, que com todas as dificuldades criaram
seus filhos com muita dignidade e proporcionaram nao s6 o sustento, mas
foram exemplos de ética, cidadania e honestidade. Estendo aqui meu
agradecimento a Ednéia, que também fez parte da minha formagdo. Meus
irmaos Marcela, Luiz Filipe e Ricardo que sempre com uma palavra amiga me
colocavam novamente no caminho.

Ao Professor e amigo Zair Candido de Oliveira Netto, por ser um
exemplo de profissional e parceria. Incentivando e apoiando nos estudos sob
todos os aspectos tenho a certeza que o trabalho ndo haveria se consumado
sem vocé. Estendo aqui o agradecimento a outros amigos e colegas de
trabalho que de alguma forma contribuiram na pesquisa.

Ao Professor e amigo Fabiano Salgueirosa que esteve ao meu lado
durante grande parte da pesquisa, me orientando, me ensinando e que fez com
que eu aprendesse muito mais do qué a pesquisa me proporcionara.

Ao meu orientador, Professor Julio Bassan, que além de um exemplo,

onde superou imensas dificuldades para chegar ao nivel académico que



chegou, e que brilhantemente, orienta-nos com sua ética, sabedoria e

experiéncia.

A Professora Leandra, por todo o apoio e conhecimento e principalmente
nos momentos delicados da defesa e pela forma como lidou com estas
condicgdes.

A minha parceira de pesquisa, que infelizmente ndo pode chegar junto
comigo a este momento, mas tenho certeza que seus sonhos serao realizados.
Maria Amélia, mesmo muito mais nova, vocé € um exemplo de coragem para
mim.

Gostaria de agradecer a paciéncia, carinho e disponibilidade, da minha
agora amiga, Jessica Viesser, responsavel pelo laboratério de Biotecnologia da
Universidade Positivo. Nao era sua fungdo, mas também aprendi muito com
VOCé.

E finalmente, todas as pessoas aqui ndo citadas e que tiveram
participagdes importantes como atletas, técnicos, colegas e amigos que

contribuiam lendo uma parte da pesquisa para dar sua opinido.



RESUMO

WOELLNER, Glaucio Neves. AVALIACAO DA ASSOCIACAO DOS
POLIMORFISMOS DA ENZIMA CONVERSORA DA ANGIOTENSINA (ACE)
E ACTN3 NA RELACAO POTENCIA VERSUS RESISTENCIA. (Dissertagao)
programa de Poés-Graduagdo em Engenharia Biomédica da Universidade

Federal Tecnologica do Parana, 2017.

O Atletismo € uma modalidade esportiva que possui provas com demandas
energéticas diferentes: poténcia (P) para saltadores, velocistas e langadores e
resisténcia (R) para corredores de longas distancias e marcha atlética. E
possivel observar diferengas destas caracteristicas com as possiveis variacoes
da frequéncia do gendtipo DD (delegao), Il (inserg¢ao) e heterozigoto ID na ACE,
bem como da frequéncia genotipica RR, RX e XX na ACTN3. O presente artigo
tem por objetivo correlacionar a recorréncia do polimorfismo ACE (Enzima
Conversora da Angiotensina) da ACTN3 nos atletas de Atletismo. Estudos
anteriores relacionaram estes polimorfismos a capacidade fisica demandada
em outras modalidades. A amostra foi composta por 50 atletas (39 homens e 11
mulheres), com idade de 13 a 38 anos, participantes de equipes de atletismo,
que foram entdo agrupados em funcdo da caracteristica de suas provas
(Poténcia ou Resisténcia). O estudo apresentou diferengas significativas entre
as amostras e o esperado para esta frequéncia pelo equilibrio de Hardy-
Weinberg (p=0,0067, para o Polimorfismo da ACE e p=0,0143, para o
polimorfismo da ACTN3), no que tange a capacidade dominante da prova e
também relacionada ao perfii da populacdo brasileira, grupo controle
comparado da literatura (p=0,0223, para o Polimorfismo da ACE e p=0,024,
para o polimorfismo da ACTN3). O estudo apresentou uma recorréncia de
71,7% somados os gendtipos DD e ID, corroborando assim com estudos

prévios e 33,3% do gendtipo Il, conflitando assim com pesquisas anteriores.

Palavras-chave: Gene, ACE, ACTN3, Esportes, Atletismo



ABSTRACT

WOELLNER, Glaucio Neves. AVALIACAO DA ASSOCIACAO DOS
POLIMORFISMOS DA ENZIMA CONVERSORA DA ANGIOTENSINA (ACE)
E ACTN3 NA RELACAO POTENCIA VERSUS RESISTENCIA (Dissertagdo)
programa de Poés-Graduagdo em Engenharia Biomédica da Universidade

Federal Tecnologica do Parana, 2017.

The Track and Field’s is a sport that has tests with different energy demands:
power (P) for jumpers, sprinters and throwers and resistance (R) for runners
and race walking long distances. It is possible to observe differences in these
characteristics with possible variations of the D allele (deletion) and | (insert).
This article recurrence of ACE (Angiotensin Converting Enzyme) in Track and
Field’s athletes.Previous studies have linked this polymorphism to the
defendant physical capacity in other modes. The sample was composed of 25
athletes (16 men and 10 women) from 13 to 38 years old with participants in a
track team, which were then grouped according to the characteristic of this
evidence (power or strength). The study showed significant differences between
the samples and the expected for this frequency by the Hardy-Weinberg
equilibrium (p = 0.0067, for the ACE polymorphism and p = 0.0143 for the
ACTN3 polymorphism), regarding the capacity (P = 0.0223, for the ACE
Polymorphism and p = 0.024 for the ACTN3 polymorphism). The study
presented a recurrence of 71.7% in addition to the DD and ID genotypes, thus
corroborating previous studies and 33.3% of genotype I, thus conflicting with

previous research.

Keywords: Gene, ACE, ACTNS3, Sports, Track and Field
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1. INTRODUGAO

A busca implacavel para se atingir o sucesso no que se refere ao
desempenho humano, nos mais diferentes esportes, tem sido o objetivo
almejado pelos diferentes profissionais que fazem parte deste universo
(ARTIOLI, 2007). Inumeras variaveis podem interferir neste sucesso esportivo,
como programas avangados de treinamento, nutricdo adequada e até mesmo
tecnologia dos equipamentos. Estes fatores néo justificam os resultados de
desempenho devido a similaridade de aplicacdo sugerindo ao olhar da ciéncia
um novo componente na associacdo de um fendtipo interferente no
desempenho fisico e esportivo (DIAS et al., 2007a).

Caracteristicas genéticas também podem influir no processo de
treinamento dos atletas de rendimento, podendo o perfil genotipico indicar um
favorecimento em desempenho esportivo (LUCIA et al., 2010). A possibilidade
de interveniéncia, de um componente genético, na individualidade de respostas
do treinamento ja € um tema estudado ha mais de trés décadas, tendo seu
inicio em estudos com gémeos monozigoticos (BOUCHARD, 2012a). Somente
com o sequenciamento completo do genoma, no inicio do século que esta
verificagdo ganhou maior forga.

Pode-se destacar o fator, predisposigcdo genética como um tragco de
heranca que influenciara em um, ou mais campos do desenvolvimento
humano, dentre eles o desempenho fisico (DIAS et al, 2007b). Com o auxilio
da genética, é possivel coligar os individuos com a fisiologia e morfologia ideal,
bem como aqueles atletas com aptiddo de responder ou adaptar-se ao
treinamento com menor suscetibilidade a lesdes (LIPPI, 2010). Nesta linha, as
descobertas de novas correlagdes genéticas tém deslumbrado pesquisadores,
médicos, geneticistas, comissdes técnicas e atletas (BAIRROS et al., 2011).

Com o avango da biologia molecular, observa-se que a interferéncia do
perfil genotipico pode ir além, sendo correlacionado a capacidades fisicas
como forca e flexibilidade. A expressdao de uma proteina que foi modificada em
virtude de uma alteragao na sequéncia das bases do DNA pode influenciar em
uma condi¢ao de favorecimento a um fendtipo que altere o desempenho fisico.

Um conceito importante neste aspecto é o do polimorfismo genético, que sao
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estas sequéncias de base diferentes em descricbes do genoma, sendo
alteragdes nas sequéncias de bases do DNA que podem influenciar na
expressao de determinadas proteinas e, assim, estar envolvida na variagéo do
fendtipo de desempenho fisico. Hoje, acredita-se que aproximadamente 300
variagdes genéticas (genes candidatos) estdo relacionadas com fenétipos de
desempenho e aptidao fisica e saude (DIAS, 2011), dentre os mais estudados
estdo o gene ACTN3 e o ACE, que interfere no sistema renina- angiotensina,
sendo este o primeiro correlacionado com o desempenho fisico humano
(MONTGOMERY et al., 1998).

Esta possivel associacdo pode ocasionar vantagens tanto em atividades
que exijam forca e explosdo muscular (poténcia) como em atividades aerébias
e de longa distancia (resisténcia) (PASQUA et al., 2011).

Pesquisas que postulam explicar o status atlético que indique
associagdes de polimorfismos genéticos com fendtipos de desempenho em
diferentes grupos de atleta vém crescendo no decorrer dos anos (JUNIOR, et
al. 2010). Assim, é possivel intensificar o acompanhamento e aperfeicoar o
investimento em individuos com determinadas potencialidades esportivas
(OSTRANDER et al, 2009).

A dificuldade de tentar descrever possiveis influéncias genéticas no
desempenho atlético se da pela natureza multifatorial das modalidades
esportivas. O principal desafio é determinar as exigéncias fisicas das
modalidades que se demonstram drasticamente diferentes. Portanto,
inicialmente os estudos direcionados ao desempenho fisico e sua associagao
deve ser apropriada ao esporte de interesse da pesquisa (GUTH & ROTH,
2013a).

Considerando o numero de sistemas do corpo que interagem no
desempenho esportivo e morfologias do corpo completamente individuais,
torna esta linha de estudos um processo ainda mais desafiador, pois sitemas
cardiovascular, respiratério e nervoso, com o agravante da funcionalidade da
morfologia corporal vao influenciar nos resultados de desempenho dos atletas
nos mais variados esportes.

Dentre os diferentes polimorfismos genéticos candidatos ou genes

candidatos, com interferéncia no desempenho atlético, o polimorfismo da ACE,
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enzima conversora da angiotensina € uma das mais investigadas. Com
fragmentos de 190 e 490 pares de base, respectivamente, localizadas no
cromossomo 17, posi¢cao q23 pela metodologia dos estudos de FOLLAND et
al., 2000, apresenta-se como o polimorfismo genético mais estudado na
literatura ao longo dos anos. A ACE é controladora da pressao arterial
exercendo uma funcdo fundamental no sistema renina-angiotensina (RAS),
sendo um agente vasocontritor, degradando as cininas (JONES, 2002) e
(MYERSON et al., 1999).A primeira evidéncia de polimorfismos genéticos que
influenciam o desempenho fisico humano é relatada para o gene ACE. O
polimorfismo do gene ACE I/D tem sido correlacionado com melhorias no
desempenho e duragao do exercicio em uma variedade de populagdes. O alelo
I, o que representa uma insergcdo de 287 bp, estd associada melhor
desempenho em esportes de resisténcia. A delegcao da variante (alelo D) esta
associada com e atividade da ECA e um melhor desempenho em esportes que
exigem poténcia. (MA et al., 2013).

A presencga do alelo | (insercédo) da ACE é relatada pela literatura em
atletas de modalidades de resisténcia (WILLIANS et al., 2000) enquanto a do
alelo D (delegcao) em atletas de modalidade de poténcia como nadadores e
velocistas (FATINI et al., 2011), podendo também ser relacionado as atividades
de forca (BOUCHARD, 2011b).

O segundo polimorfismo do gene mais pesquisado no contexto do
desempenho esportivo € ACTN3, a codificagao proteina alfa-actinina-3. As alfa-
actininas desempenham funcdo importante na organizagdo do citoesqueleto.
Na musculatura esquelética apresentam-se duas isoformas alfa-actininas
(ACTN2 e ACTN3), que sdo componentes estruturais importantes na
manutengdo da matriz miofibrilar ancorando finos filamentos ao disco Z.
Contempla além de seu papel mecanico em sua fungdo sarcomérica, mas
também interagem na sinalizacdo de vias metabdlicas (MILLS et al., 2001). A
ACTN2 é expressa em todos os tipos de fibras muscular. Ja a ACTN3 é quase
que as fibras do restrita as fibras do tipo 1| (CLARKSON et al., 2005a).

Em 1999, North et al. (1999) identificaram um polimorfismo comum na
ACTN3 (R577X) que apresentou a auséncia de ACTN3 em mais de um bilhdo
de pessoas no mundo todo. O alelo 577R e o gendtipo de 577RR do
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polimorfismo do gene ACTN3 estao relacionados ao alto nivel de desempenho
atlético, incluindo uma ampla variedade de grupos étnicos (YANG et al, 2003).
Além disso, ha uma associagcdo positiva entre a presenca do alelo R e a
capacidade de realizar contragbes musculares de alta poténcia (CLARKSON et
al.,, 2005b). Contudo, o genotipo XX, uma deficiéncia de ACTNS3, esta
relacionado com uma diminuicdo do desempenho em esportes de forca e
poténcia (North et al., 1999b).

Outros componentes do desempenho incluem fatores cognitivos e
susceptibilidade a lesdes, além do ambiente que também influenciara no termo
empregado atualmente que é a treinibilidade (GUTH & ROTH, 2013b). O
atletismo € a modalidade esportiva mais antiga da histéria humana e é
considerada um “esporte base” porque contempla atividades basicas, como
correr, saltar e langar (OLIVEIRA et al., 2010). Observa-se entdo a modalidade
esportiva mais abrangente no que tange a variacdo de provas e suas
caracteristicas. Estas diferentes caracteristicas surgem em virtude do grande
numero de provas que compde a modalidade. Para as provas de velocidade,
langamentos, arremessos e saltos a capacidade fisica dominante é a poténcia.
Ja nas provas de corridas de fundo, a capacidade fisica dominante passa ser a
resisténcia.

Em uma classificagdo inicial, levando em conta diferentes demandas
energéticas necessarias para a pratica, teremos provas de poténcia (P) e
provas de resisténcia (R). Entende-se que muitos aspectos interferem na
escolha de uma prova no inicio da especializagao do atleta de atletismo, como
somatotipo e experiéncia motora.

Portanto, levantam-se as seguintes questbes problema: A ACE e a
ACTN3 em suas recorréncias poderiam ser associadas ao desempenho dos
atletas? A relacdo entre as diferentes demandas energéticas (poténcia ou

resisténcia) exigidas nas provas do atletismo podem ser associadas?

2. PROBLEMA

Identificar os polimorfismos da ACE, delecdo e insercdo e ACNTS,
verificando a associagdo com a participagcdo dos atletas nas provas do
Atletismo. Observar a relagdo entre as diferentes demandas energéticas
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(poténcia ou resisténcia) exigidas nas provas do atletismo podem ser.
Comparar a frequéncia genotipica e alélica dos genes ACE I/D e ACTN3 em

atletas de provas com diferentes demandas energéticas.

2.1. OBJETIVOS

2.1.1. Obijetivo geral

Avaliar o perfil genotipico de atletas de Atletismo em relagdo aos genes
da ACTN3 e da ACE.

2.1.2. Objetivos Especificos

Mensurar a recorréncia alélica no que tange os genes da ACTN3 e ACE,
em atletas de Atletismo;

Associar a frequéncia destes genes as diferentes demandas energéticas
das provas de Atletismo.

3. REVISAO DE LITERATURA

Demandas fisioldgicas das diferentes provas do Atletismo.

Em uma classificagéo inicial, o atletismo € uma modalidade esportiva
composta por provas de corridas e marcha atlética, de saltos e de
lancamentos, realizados nas pistas e no campo. As corridas séo divididas pelas
de velocidade, as de meio fundo e fundo, incluindo as com obstaculos. As
provas dos saltos sao constituidas pelo salto em distancia, triplo, altura e salto
com vara. Os lancamentos sdo os do dardo, do disco, do martelo e o do
arremesso de peso (CBAt, 2005). O atletismo apresenta varias provas cujos
aspectos fisicos sao distintos, nas quais o desempenho do atleta pode

demandar uma exigéncia muscular diferente. Algumas exigem uma maior
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capacidade aeroObica e cardiorrespiratoria para a sua execugao e outras uma
maior capacidade anaerdbica em uma demanda de explosdo muscular intensa.

Dentre as provas que exigem uma demanda energética vinculada a
resisténcia aerdbica estéo, as corridas de fundo e a marcha atlética, além da
maratona. Ja as provas dentre as provas que exigem uma capacidade
anaerobica, portanto de poténcia e explosdo muscular estdo, os saltos os
lancamentos e arremessos, além das corridas de velocidade.

As fibras musculares e sua distribuicdo no musculo esquelético tém total
interferéncia nestas demandas, pois sua classificacdo em dois tipos principais
de fibra e sua diferenciada contracdo vai determinar qual tipo devera ser
recrutada e devidamente treinada para as diferentes provas. Nesta distribuicéo,
a literatura mostra uma divisdo especifica que abrange uma classificacdo de
dois tipos de fibras musculares existentes, as fibras de contracdo lenta e as de
contracdo rapida, de acordo com sua que determinam sua acdo metabdlica,
gerando sua funcdo contrati e determinando a especificidade de cada
modalidade esportiva (MCARDLE; KATCH; KATCH, 2008).

A Genética e o desempenho fisico e esportivo.

Tendo em vista o descobrimento da estrutura do DNA, os estudos que
buscavam relacionar as diferencas percebidas entre os genes com as
diferentes possibilidades de fenoétipo. Surge entdo a associacdo destas
diferencas com o desempenho fisico em atletas e ndo atletas, surgindo entdo o
termo, genes candidatos, que foram identificados como intervenientes no
desempenho atlético (WOLFARTH et al.,, 2000). Atualmente, pesquisas
comprovam que existem mais de 200 genes candidatos (BRAY et al., 2003b).

Um conceito importante neste aspecto é o do polimorfismo genético, que
sdo sequéncias de base diferentes em descricbes do genoma. Essas
sequéncias nos genes podem interferir na codificacdo de proteinas e alterar
demandas do desempenho esportivo (PASQUA, et al. 2011). Esta investigacéo
das correlacgdes iniciou nos anos 90. Um polimorfismo pode ser definido como
a mudanca na codificacdo de uma proteina influenciando sua expressdo em

sua atuagdo no organismo, alterando a sequéncia de bases em um gene
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especifico do DNA (DIAS et al.,, 2007c). Portanto, a partir destes conceitos,
pode-se definir que o fendtipo de um atleta pode ser diferencia e estabelecer
uma possivel vantagem. Esta possivel interferéncia pode ocasionar vantagens
tanto em atividades que exijam forca e explosdo muscular (poténcia) como em
atividades aerobias e de longa distancia (resisténcia).

Apesar da diversidade de perfil genotipico em atletas e seus
polimorfismos foram selecionados os genes da ACE e do ACTN3 por se
tratarem de polimorfismos com alto numero de estudos, porém sem
correlagbes dentro de uma uUnica modalidade com demandas energéticas
altamente divergentes (MONTGOMERY et al., 1997).

Sistema renina-angiotensina (SRA)

O SRA é considerado um complexo sistema hormonal, tendo como
funcdo principal o controle da pressdo arterial e homeostasia hidroelétrica do
organismo. Este sistema ele é entendido como um sistema enddcrino cuja
substancia ativa, angiotensina Il, é a responsavel pela maioria dos efeitos
fisiolégicos. (MENARD,1993)

No SRA circulante, a renina é uma enzima proteolitica secretada pelos
rins quando h& reducdo do volume e sais no plasma, ou ativacdo simpatica.
(WOODS et al., 2000). Esta enzima converte angiotensinogénio, sintetizado no
figado, em angiotensina |, que possui acdo levemente vasoconstritora. A
conversdo angiotensina | em angiotensina Il se d4 em virtude da Enzima
Conversora da Angiotensina (PUTHUCHEARY et al.,, 2011a). Esta € um
potente vasoconstritor direto, e que de forma indireta interage com a secrecao
da secrec¢éo aldosterona, aumentando a pressao arterial. (JONES et al.,2002)
Estas acdes sado mediadas pelo receptor da angiotensina do tipo |
(PUTHUCHEARY et al., 2011b)

Além de aumentar a producdo da angiotensina Il, a ACE também é
responsavel pela degradacdo da bradicinina, uma substancia vasodilatadora e
natriurética (SANTOS, 2006), esta acédo ocorre atraves da interacdo da ACE

com os receptores da bradicinina tipo | e Il . Deste modo, a enzima conversora
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da angiotensina gera um potente vasoconstritor (angiotensina Il) e inativa um
potente vasodilatador (bradicinina). (JONES e WOODS, 2003)

A utilizacdo do conjunto de técnicas modernas de biologia molecular
com meétodos bioquimicos permitiu evidéncias da existéncia de muitos
componentes do SRA em tecidos periféricos. A deteccdo de um ou mais
MRNASs desses componentes em varios tecidos como glandulas adrenais, rins,
coracdo, vasos e cérebro dao suporte a existéncia de SRA local.
(GRIENDLING, 1993).

Polimorfismo da ACE: primeiro gene relacionado com desempenho

fisico

Ao compreendermos a influéncia do polimorfismo do gene da ACE no
desempenho esportivo se faz necesséario entender o funcionamento deste em
relagdo aos sistemas metabdlicos aerdbicos e anaerdbicos. O primeiro sistema
€ atuante nas atividades que exigem resisténcia fisica e maior duracao sendo
gque o segundo é exigido pelas atividades que demandem poténcia e forca
muscular. O gene humano que codifica a enzima conversora da angiotensina
(ACE) esta localizado no cromossomo 17 (g22-24) e apresenta uma insercao,
alelo |, de 287 pares de base no intron 16 (RIGAT et al., 1990)

Os individuos homozigotos DD estdo associados a maior atividade da
ECA circulante que os heterozigotos ID e homozigotos II. O aumento dos niveis
séricos da ECA pode resultar em maior formacgédo da angiotensina Il, e ainda,
maior degradacdo da bradicinina. A presenca do alelo D est4 associada a
maior resposta hipertrofica, principalmente em situagbes de estresse
cardiovascular como exercicio e hipertensdo. (MONTGOMERY, 2002)

Montgomery et al.,1998 descreveu o0 primeiro gene relacionado ao
desempenho fisico, ou seja, polimorfismo Il do gene da ACE. No mesmo ano,
Gayagay et al. (1998) mostrou que remadores australianos possuiam excesso
do alelo | e do gendtipo Il, quando comparados ao grupo controle.

Em seguida, Williams et al., 2000 mostraram que individuos com

gendtipo Il ou ID apresentaram maior desempenho aerébio ou endurance. E
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ainda, relataram que a presenca do genotipo Il leva uma maior eficiéncia
mecanica muscular esquelética em humanos. (JONES, 2003)

A intervencdo do gendtipo (ll) na melhora do sistema metabdlico
aerdbico se da em virtude da facilitacdo da reposicdo e armazenamento de
substratos energéticos na fibra muscular aumentando a densidade mitocondrial
nas fibras do tipo | sugerindo uma possivel melhora do débito cardiaco
(MONTGOMERY, et al., 1998b).

Através do estudo em 2003, por Zhang et al., foi possivel associar os
diferentes genétipos da ECA com a distribuicdo percentual de fibras I, lla e llb.
Na fibra muscular tipo |, caracterizada pelo seu maior recrutamento nas

atividades aerobicas.

(@ ACE-l__ (b) ACE-DD

)

.

W1 COna HBup W1 COuna BN
59.4% 15.2% 25.5% 19.6% 29.6% 50.9%
Figura 1- Distribuicdo de fibras (vasto lateral) de um individuo Il e um DD
(ZHANG et al., 2003)

A comparacdo entre o perfil genotipico de atletas de rendimento em
comparacao a grupos controle (populagédo em geral) levou a uma relacao entre
a possivel interferéncia do polimorfismo do ACE com o desempenho fisico.
Montgomery et al. (1998b) ja havia demonstrado maior recorréncia do genoétipo
Il em atletas de resisténcia. Um estudo realizado na Suica revelou melhora na
atividade mitocondrial destas fibras tipo | melhorando a modulagem capilar
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neste tecido muscular. Estes resultados também apresentam forte associacéo
com a incidéncia do gendtipo Il em relacdo aos outros (VAUGHAN et al., 2013).

J4& em estudos realizados em modalidades que exigem poténcia
muscular, estudos realizados com atletas de origem polonesa, demonstraram
forte associacao da recorréncia do alelo DD, com niveis significativos de 77,6%
para a presenca deste alelo, fortalecendo a hipotese deste polimorfismo da

ACE para esportes que exijam aplicacéo de forca (EIDER et al., 2013).

A influéncia do gene ACTN3 no desempenho fisico

As fibras musculares possuem milhares de miofibrilas em sua
composicdo e cada uma destas é composta por 1500 filamentos de miosina e
3000 de actina. Estes por sua vez formam em sua estrutura ligada a chamada
banda Z. Nas estruturas da banda Z encontram as alfa-actininas que
juntamente com outras proteinas fazem a sustentacéo dos filamentos de actina
dento do sarcomero (SQUIRE, 1997).

Banda | Banda H Banda |

Linha Z

Cabega
globular da
miosina

Relaxado Cauda da
miosina

Contraido Actina

‘\ Banda M

Fonte: P&gina da wikiciencias.casadasciencias.org. Elaborada por
Catarina Moreira.
Figura 2- Contracao Muscular - Teoria dos Filamentos Deslizantes.
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As diferencas entre as fibras musculares e sua distribuicdo na
musculatura esquelética, ndo interferem diretamente na contracdo muscular
depende sistematicamente da interagdo das proteinas miofibrilares miosina e
actina (SCOTT et al 2001). As alfa-actininas sdo uma familia de proteinas
relacionadas a distrofina que se ligam a actina, e sdo importantes para a
ligacdo e fixacdo dos miofilamentos. Ha quatro genes para alfa-actinina
encontrados em humanos: ACTN1, ACTN2, ACTN3 e ACTN4. As ACTN1 e
ACTN4 sédo proteinas ndo musculares presentes nos rins e tecidos
cancerigenos, enquanto as ACTN2 e ACTN3 séo proteinas miofibrilares
localizadas no disco Z. (NORTH & BEGGS, 1996; MILLS et al., 2001)

A ACTN2 é encontrada nos seres humanos nos musculos esqueléticos e
cardiacos e em todos os tecidos musculares. J& a ACTN3 é encontrada apenas
no tecido muscular esquelético (MILLS et al.,, 2001b) localizada apenas nas
fibras de contracdo rapida do tipo Il (NORTH et al., 1999c).

A alfa-actinina-3 é uma das proteinas ligantes da actina, sendo
fundamental no ancoramento dos miofilamentos de actina. Ainda € uma
isoforma caracteristica das fibras rapidas, expressa apenas nas fibras tipo Il, as
quais sdo responsaveis pela geracdo de contracdes rapidas e intensas, como
atividades de Sprint e levantamento de peso. (Beggs et al., 1992; NORTH et
al., 1999; MILLS et al., 2001)

Estudos sugerem que a nao existéncia deste polimorfismo da ACTN3 na
fungcdo muscular nas atividades de poténcia, torna-se deficitaria. A expressao
desta proteina, ACTN3 é quase exclusivamente restrita a contragdes rapidas,
glicoliticas, as fibras tipo Il, que sdo responsaveis pelas modalidades de
explosdo muscular. As fibras com caracteristicas funcionais de contragdo
rapida possuem uma alta capacidade de gerar energia rapidamente e produzir
contracdes vigorosas essenciais na pratica de esportes de alta intensidade
(BOCALINI, et al. 2010).

Beggs et al.,, 1992 clonaram o gene ACTN3 que localiza-se no
cromossomo 11q913-g14, posteriormente um polimorfismo funcional no gene
ACTN3 foi identificado em humanos por North et al. (1999). Existem duas
versfes da ACTN3, causadas pela mudanca na codificacdo de duas bases

nitogenadas (citosina e timina) que provoca um residual de outra base



28

nitogenada, evidenciando estas duas versdes funcionais do aminoacido 577 da
ACTNS3, a versao selvagem (577R) e a versao mutante (577x) (CIESZCZYK et
al., 2012).

A genotipagem deste polimorfismo da ACTN3 possui 3 possibilidades
nas condicbes de hereditariedade humana, podendo ser encaminhado pelo
lado paterno e materno, RR, RX ou XX, sendo que o gendtipo XX determina a
nao producdo de ACTN3 (MACARTHUR, et al. 2001). Como 18% da
populacéo, (inicialmente mensurado na populagédo européia) contando-se mais
de 1 bilhdo de pessoas com a presenca deste polimorfismo (MILLS et al.,
2001c), tornam-se desafiadores o0s estudos que ja demonstram forte
associacdo da ACTN3 no desempenho fisico e esportivo, principalmente para
as modalidades que apresentam demanda energética de poténcia.

A deficiéncia da ACTN3 néo aparenta influenciar em patologias ligadas
ao sistema muscular esquelético. A revisdo realizada por Dias et al. (2007),
indicou artigos que sugeriram que individuos homozigotos para o alelo 577X
nao expressam a ACTN3 e nédo resultam em miopatias ou distrofia muscular,
sendo a isoforma ACTN2 o equilibrante em relacdo a auséncia da ACTN3
(MILLS, 2001).

Niemi e Majamaa (2005) encontraram resultados similares ao avaliar
atletas de elite de velocidade e de resisténcia. Foi observada a reducao
significativa na frequéncia do gendtipo XX nos velocistas e aumento em atletas
de resisténcia.

Para Eynon et al., (2012), em seu estudo realizado com 633 atletas,
sendo 278 de resisténcia e 355 de for¢ca e um grupo controle de 808 individuos
observou-se uma favoravel associacdo para atividades de resisténcia o
gendtipo XX. Verificou-se uma frequéncia significativa menor do genétipo XX
com 6%,em analise dos genotipos de atletas de forca de nivel olimpico quando
comparados com um grupo controle de ndo atletas, quando comparados ao
grupo controle de 18% e nenhum atleta apresentou o genotipo XX (YANG et
al., 2001).

No estudo de Papadimitrou et al., (2008b), com atletas gregos de
poténcia e resisténcia, comparados ao grupo controle os velocistas

apresentaram menor frequéncia do genétipo XX e maior frequéncia do RR.
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Estes exemplos de resultados dos estudos comparados demonstram
uma associacao divergente entre o alelo X e o desempenho em forca e
poténcia. Contudo, a relacdo com o desempenho fisico nas modalidades de

resisténcia ndo apresentam uma associagao significativa.

4. METODOLOGIA

4.1. Tipo de Estudo

O estudo visa caracterizar uma determinada populagao, estabelecendo
relagdes entre variaveis, portanto trata-se de um estudo descritivo transversal
envolvendo a utilizagdo de técnicas pré-determinadas (GIL, 1999). O estudo foi
aprovado Comité de Etica em pesquisa em seres humanos da Faculdade Dom

Bosco sob parecer n® 1.424.895.

4.2. Local

O estudo foi delineado no Laboratério Biotechnoldgico e Densitométrico -
LABDEN, nas dependéncias da Universidade Federal Tecnolégica do Parana —
UTFPR e executado no Laboratério de Biotecnologia da Universidade Positivo
(UP) no municipio de Curitiba - PR.

4.3. Populagdo e amostra

Fizeram parte da presente pesquisa 50 atletas, entre 11 e 38 anos,
sendo 39 do sexo masculino e 11 do sexo feminino com média de idade de
15,58, com experiéncia nacional e internacional em suas respectivas provas e
categorias. Destes 50 atletas foram testados 49 para o gene ACTN3 e 48
atletas foram testados para o gene da ACE. Tal perda amostral para o gene da
ACE e ACTN3 se deu pelo fato da ndo amplificacdo de uma amostra para o

gene ACE e duas amostras, para o gene ACTN3.

4.4. Critérios de inclusdo
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Os critérios de inclusao utilizados no presente estudo foram: atletas do
sexo masculino e feminino com experiéncia em treinamento acima de 1 (um)
ano na modalidade, que treinem com frequéncia de 5 (cinco) sessdes
semanais e sejam registrados pelos devidos 6érgéos federais/regionais que

representem as categorias.

4.5. Critérios de exclusao

Para excluséo, os que desejarem por livre e espontanea vontade
absterem-se de realizar qualquer procedimento relacionado a coleta dos dados

para a pesquisa.

4.6. Delineamento experimental

Foi necesséria apenas uma intervencdo para a coleta do material
genético, nao interferindo na rotina de treinos dos atletas, sendo que a coleta

do material genético dura em média 3 minutos.

4.7. Procedimentos

Os dados de caracteristicas de prova e resultados dos atletas foram
coletados por intermédio de entrevista com o responsavel técnico pela equipe.
Os atletas foram encaminhados a coleta do material genético no préprio local

treino.

4.7.1 Coleta da Mucosa Jugal

Os atletas foram encaminhados a coleta de mucosa jugal determinando-
se um bochecho com solucdo de glicose 3%. Foram colocadas 5mL dessa
solugdo em tubos de coleta tipo Falcon de 15 Ml autoclavadas a 127° C por 20
minutos (1,5 Kgf). Apds dois minutos do bochecho com esta solugao, foi

realizada uma raspagem da mucosa jugal com paletas de madeira
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autoclavadas. O liquido utilizado no bochecho foi devolvido em um copo
plastico, onde esta paleta foi lavada. Este liquido retornou aos tubos Falcon,

devidamente catalogados, ja com a presenga das células da mucosa.

4.7.2 Extracdo do DNA gendmico dos atletas

Apos o periodo de 24 horas, os tubos foram centrifugados os a 3000
RPM durante 10 minutos. Posterior a centrifugacéo o liquido sobrenadante foi
descartado.

As células e demais estruturas, chamadas de Pelet, armazenaram-se no
fundo do frasco. Foi adicionado 1300uL de Tampéao de Extracédo (TRIS 10mM,
EDTA 5mM, SDS 0,5%). As amostras foram congeladas a -20°C.

Para a segunda etapa da extragdo, as amostras foram descongeladas
completamente. Foi pipetado 10uL de proteinase K (20mg/mL) em cada tubo
de extracdo, entdo as amostras foram mantidas em banho-maria 65°C
“overnight’. Foi vertido o conteudo em eppendorf de 2mL. Foi pipetado 500uL
de acetato de aménio (8M em 1mM EDTA) deixado em temperatura ambiente.
Centrifugado novamente por 16 minutos com 13000RPM.

O conteudo liquido foi dividido em 2 tubos eppendorf de 1,5mL, sendo
900uL em cada tubo. Foi adicionado 540ul de isopropanol em cada tubo e mais
uma vez centrifugado por 7 minutos com 13000RPM.

Descartou-se o isopropanol e adicionou-se 1mL etanol 70%, tornando a
centrifuga-las por 7 minutos com 13000RPM. Descartou-se o etanol 70% e
retirou-se o excesso do fundo do tubo. As amostras passaram por um processo
de secagem, em temperatura ambiente, por um periodo proximo a 4 horas.

Depois de secas foi adicionado 50ul de TE (TRIS 10mM; EDTA 1 mM;
pH 7,76) em cada tubo e deixadas em temperatura ambiente por 24 horas.
Foram armazenadas a geladeira por dois dias e somente depois, estocadas a -
20° C.

4.7.3 Analise do perfil genotipico dos atletas em relacdo ao polimorfismo do
gene ACE I/D
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Os atletas foram divididos em grupos de mesma genotipagem: D/D, I/D e I/I.
A analise do perfil genotipico em relacdo polimorfismo do gene ACE I/D foi
realizada através da técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase).

O polimorfismo do gene ACE |I/D consiste na auséncia (delegc&o ou alelo“D”)
ou presenca (insercao ou alelo “I”). Dessa forma foi amplificada utilizando os

seguintes iniciadores:

Quadro 1 - Sequéncia dos oligos para identificagdo do polimorfismo do

gene ACE.
POLIMORFISMO | PRIMER SEQUENCIA
DIRETO 5’CTGGAGAG_IC}??ACTCCCATCCTTTC
ACE
REVERSO 5 GATGTGGC_I(_JéA’\TCACATTCGTCAGA

A reacgao teve um volume total de 25 uL, sendo composto por 22,5 yL de
SuperMix para PCR Platinum, 1,7 uyL de DNA, 0,4 pyL de primer direto e 0,4 pL
de primer reverso. O programa de amplificacédo foi operado em termociclador a
seguinte programacéo: 95°C por 5 minutos de desnaturacéao inicial e liberacéo
da enzima, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 57°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto. Terminados 0s
30 ciclos, houve 5 minutos de extensédo final a 72°C. Os fragmentos foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 1% e revelados com brometo
de etideo a 5ug/mL. O alelo D do gene ACE gera um fragmento de 191 pares
de bases, enquanto o alelo | gera um fragmento de 478 pares de base,
contendo a insercéo de 287 pb.

A classificacdo antecipada de heterozigoto I/D como sendo
homozigotos D/D pode ocorrer devido a amplificagao preferencial do alelo D e
a falta de eficiencia da amplificagdo do alelo |, mudando assim o
anelamento .Foi utilizado o método de PCR iniciador para confirmacado do
genodtipo da ACE. A presencga de um fragmento com XX pb indica o alelo I. Foi
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utilizado a mesma operagdao em termociclador para o procedimento da PCR

apenas com a mudancga do primer reverso pelo primer inverso.

Quadro 02 - Sequéncia dos oligos para identificagdo da classificacdo

antecipada do gene D/D do polimorfismo do gene ACE.

POLIMORFISMO | PRIMER SEQUENCIA

INVERSO 5TTTGAGACGGAGTCTCGCTC-3

ACE
DIRETO | 5 GATGTGGCCATCACATTCGTCAGATS

4.7.4 Andlise do perfil genotipico dos atletas em relacdo ao polimorfismo
R577X no gene ACTN3

A genotipagem do polimorfismo do gene ACTN3 foi realizada pela
técnica RFLP-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase associada ao
polimorfismo dos comprimentos dos fragmentos de restricdo). Os atletas foram
divididos em grupos de mesmo gendtipo: RR, RX e XX. O polimorfismo foi

amplificado utilizando os seguintes iniciadores:

Quadro 03 - Sequéncia dos oligos para identificagdo do polimorfismo do gene
ACTN3

POLIMORFISMO | PRIMER SEQUENCIA
DIRETO 5’CTGTTGCCTGTGGTAAGTGGG3’
ACTN3
REVERSO 5TGGTCACAGTATGCAGGAGGG 3

O sistema reacional teve um volume total de 25 uL, sendo composto por
22,5 MI de SuperMix Platinum para PCR, 0,4 uM de cada iniciador e 1,7 uL de
DNA genémico como molde. O programa de amplificagdo foi composto dos
seguintes passos: 95°C por 5 minutos de desnaturacgéao inicial e liberagdo da

enzima, seguida de 30 ciclos de desnaturacédo a 94°C por 30 segundos,
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anelamento a 58°C por 30 segundos, extensdao a 72°C por 30 segundos.
Terminados os 30 ciclos, houve 5 minutos de extensao final a 72°C. Apds a
amplificagdo, 10 pL do produto da PCR foram digeridos por 10 unidades da
enzima Ddel por 4 horas, em programacgao no termociclador a 37°C.

Os alelos R ou X (cédons CGA e TGA) foram distinguidos pela presenca
(577X) ou auséncia (577R) do sitio de restricdo da enzima Ddel (5-C|TNA G-
3) (MILLS et al., 2001d). Os fragmentos de restricdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 3% e revelados com brometo de etideo a
5ug/mL. O alelo ACTN3 577R identifica fragmentos de 205 e 86 pares de
bases.

Figura 3 - Determinacao visual de analise em gel de agarose para ACE.

Figura 3 -. Gel para caracterizacao dos genétipos ACE I/D. Poc¢o 1 — Ladder de
100p; pocos - 4, 5, 6, 7,11 e 13 - gendtipo DD; pocos 8, 9,10,12 e 14 —
gendtipo ID e pogo 15, gendtipo Il.

Figura 4 - Determinacao visual de analise em gel de agarose para ACTN3.
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Figura 4 -. Gel para caracterizagao dos genoétipos ACTN3. Poco 1 — Ladder de
100pb; pocos - 3, 6, 7, 8, 15 e 16 — gendtipo RR; pogos- 4, 9,10, 11, 12, 13 e 19
— genotipo RX e pogos — 5,14 e 18, gendtipo xx.

4.8. Analise estatistica

Para verificar a distribuicdo dos gendtipos dos genes ACTN3 e ACE I/D
foi utilizado o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg. Para tanto foi utilizado o

software BioStat 5.3, sendo considerado o nivel de significancia de p<0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O principal objetivo do estudo foi verificar as frequéncias genotipicas
dos polimorfismos dos genes ACTN3 e ACE 1I/D em atletas de Atletismo. Para
isso as frequéncias dos polimorfismos foram comparadas com diversos
estudos da literatura, tanto com a populacdo em geral (controle) quanto com
relacdo as diferentes demandas energéticas da modalidade (capacidade
dominante da prova). A distribuicdo genotipica do gene ACE I/D nao estao de
acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, com p=0,001. A frequéncia
genotipica absoluta do gene ACE I/D dos 50 atletas que fizeram parte da

presente pesquisa, € apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo genotipica do gene ACE I/D dos atletas de
Atletismo relacionando o total de todas as provas.

DD ID I
N (%) N (%) N (%)
Dados da pesquisa com o o o _ *
atletas de Atletismo 32 (65,30%) 5(10,20%) 12 (24,48%) p=0,0001
104 (32,2%) 155 (47,9%) 64 (19,9%)

MEIRA- LIMA et al
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No grafico 1 estdo descritos a distribuicdo genotipica do ACE 1I/D. Os
dados de referéncia da populagdo brasileira (controle) utilizados para a
comparacgao foram os reportados por Meira-Lima et al. (2000), que consistiu de
325 sujeitos, cuja distribui¢cao foi similar a de outros estudos.

Nos estudos realizados por Rankinen et al. (2000), com 192 atletas de
resisténcia, resultados semelhantes foram encontrados, mesmo com atletas
praticantes de diferentes modalidades esportivas. Ja para os estudos
Montgomery et al.(1998c) que avaliaram atletas de endurance (montanhistas)
foram encontrados com maior com maior recorréncia o genaétipo Il em relacao

ao grupo controle.

Grafico 1: Distribuicdo genotipica do gene ACE (I/D) nos atletas de Atletismo.
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DD ID I

Tabela 2 - Distribuicdo genotipica do gene ACE I/D dos atletas de poténcia (P)

DD ID Il p
N (%) N (%) N (%)
Dados da pesquisa com o o o _ .
atletas de Poténcia (P ) 24 (61,53%) 5(12,82%) 10 (25,64%) p=0,0001
104 (32,2%) 155 (47,9%) 64 (19,9%)

MEIRA- LIMA et al

Estudos realizados por Costa et al. (2009a) corroboram com o presente,
onde foram verificados nadadores de velocidade (poténcia), estes
demonstraram uma recorréncia do gendtipo DD em relagdo ao gendtipo Il, em

teste de preensdo manual. Também foi identificado em estudos de Micheli et al.
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(2011) valores relevantes nos testes de salto vertical de atletas de futebol,
categoria de base, que apresentaram forte associacdo do genétipo ID em
relagao aos outros.

A distribuicdo genotipica do gene ACE I/D ndo estdo de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg, com p=0,001, em comparagdo com atletas de
poténcia e p=0,016 para os atletas de resisténcia e representados na Tabela 2

e Tabela 3, respectivamente.

Tabela 3 - Distribuicdo genotipica do gene ACE I/D dos atletas de resisténcia
(R)

DD ID I p
N (%) N (%) N (%)
Dados da pesquisa com o o o _ .
atletas de Resisténcia (R) 8 (80,00%) 0 (00,00%) 2 (20,00%) p=0,0016
104 (32,2%) 155 (47,9%) 64 (19,9%)

MEIRA- LIMA et al

De acordo com estudos anteriores, os dados da pesquisa neste aspecto
se mostraram divergentes do esperado. A maior parte das informagdes do
possivel efeito do polimorfismo do ACE I/D em indicadores de desempenho
fisico esta relacionada a indicadores de resisténcia. Em estudos realizados
com mulheres pds-menopausa foi encontrado forte associagao do VO2 maximo
(volume maximo de oxigénio) no gendtipo Il do que no gendtipo DD. O VO2
maximo € um indicador internacional de mensuracdo da capacidade
cardiorrespiratéria (HAGBERG et al., 1998). Resultados proximos foram
encontrados em jovens moderadamente ativos, onde os gendtipos Il e ID
demonstraram forte associagdo em relagdo gendétipo ao DD (ALMEIDA et al.,
2012).

Entretanto, estudos de Shenoy et al. (2010) nao fortaleceram esta
relagdo com triatletas mantendo esta relacdo do VO2 maximo e a frequéncia
genotipica.

A distribuicdo dos genotipos dos genes ACTN3 estdo de acordo com o

equilibrio de Hardy-Weinberg, com p=0,8852,com a populacdo em geral. Na
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Tabela 4 estdo descritos a distribuicdo genotipica com relacdo ao total de

atletas da modalidade independente da demanda energética da prova de

especialidade e na tabela 4 e 5 a distribuicdo genotipica do ACTN3 com

relacdo as demandas energéticas de cada prova identificando dominéncia de

poténcia (P) ou resisténcia (R).

No grafico 2 e Tabela 4 estdo descritos a distribuicdo genotipica do

ACTN3. Os dados de referéncia da populagédo brasileira (controle) utilizados

para a comparagao foram os reportados por Coelho (2011), que consistiu de

100 sujeitos, cuja distribuigao foi similar a de outros estudos.

Grafico 2: Distribuicdo genotipica do gene ACTN3 nos atletas de Atletismo.
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Tabela 4 - Distribuicdo genotipica do gene ACTNS3

Atletismo relacionando o total de todas as provas.

dos atletas de

RX XX p

N (%) N (%) N (%)
Dados da pesquisa com - *
atletas de Atletismo 20 (41,66%) 23 (47,91%) 5(10,41%) p=0,0001
Coelho (2011) (Controle) 40 (40,00%) 46 (46,00%) 14 (14,00%)

Em estudos como os de Yang et al. (2003) foi relacionado uma

frequéncia genotipica menor do gendtipo XX (6%) em atletas de poténcia
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comparados ao grupo controle (18%). Papadmitriou et al. (2008c) associaram

da mesma forma.

Tabela 5 - Distribuicdo genotipica do gene ACTN3 dos atletas de

poténcia (P)

RR RX XX p
N (%) N (%) N (%)
Dados da pesquisa com o o o p= 0,8852
atletas de Poténcia (P ) 16 (42,10%) 17 (44,73%) 5(13,15%)
Coelho (2011) (Controle) 40 (40,00%) 46 (46,00%) 14 (14,00%)

A associagdo do polimorfismo do ACTN3 com o desempenho fisico
relacionado a poténcia estdo associados a interacdo da ACTN3 com as
proteinas da linha Z, tendo assim papel estrutural na integridade do sarcémero
durante atividades de alta intensidade (PIMENTA et al., 2013).

Uma possivel associagao foi percebida no estudo de Vincent et al.
(2007). A pesquisa observou uma diferenga significativa na proporcéo de fibras

tipo Il no gendtipo RR em relagéo ao XX.

Tabela 6 - Distribuicdo genotipica do gene ACTN3 dos atletas de

resisténcia (R )

RR RX XX p
N (%) N (%) N (%)
Dados da pesquisa com o o o p=0,1753*
atletas de Resisténcia (R) 4 (40,00%) 6 (60,00%) 0(00,00%)
Coelho (2011) (Controle) 40 (40,00%) 46 (46,00%) 14 (14,00%) p=

No presente estudo foram avaliados indicadores associados a
resisténcia, os quais nao diferiram entre os genotipos. Lucia et al. (2006)

também nao encontrou diferencas relacdo do VO2max, em pesquisa realizada
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com ciclistas e corredores. Desta forma, apesar da frequéncia menor dos
gendtipos XX do ACTN3 e Il do ACE I/D em relagao a populagao controle, que
pode indicar uma possivel selecdo dos atletas, ao comparar indicadores de
desempenho, ou seja, fatores como o treinamento podem fazer com que todos

se nivelem nestas variaveis.

6. CONCLUSAO

O presente estudo € um dos primeiros a descrever de forma
combinada a frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos do ACTN3 e
ACE 1I/D e a associagdao com as demandas energéticas diferentes das provas
do Atletismo. Os resultados do estudo seguiram trabalhos anteriores, que
identificam a recorréncia e a associacdo do gene ACE e da ACTN3 nas
caracteristicas fisicas das modalidades esportivas. Estes resultados se tornam
desafiadores quando dentro da mesma modalidade, existem valéncias fisicas
diferenciadas.

Diante dos resultados apresentados pode-se concluir que as
frequéncias genotipicas do ACTN3 (RR=42,10%, RX=44,73% e XX=13,15%) e
do ACE I/D (DD=65,30%, 1D=10,20% e 11=24,48%) para os atletas da
modalidade em geral; (DD=61,53%, ID=12,82% e 11=25,64%) para os atletas
das provas de Poténcia, como saltos, langcamentos, arremesso e corridas de
velocidade e (DD=80,00%, ID=00,00% e 11=20,00%) para os atletas das provas
de Resisténcia, como corridas de longa distadncia e marcha atlética e né&o
diferiram significativamente quando comparadas a populagao em geral.

Houve uma forte tendéncia de associagéo para a dele¢ao (DD) e
heterozigotos (ID) do gene com relagdo a caracteristica da resisténcia (R),
80,00%. Contudo, esta associacdo se mostrou somente possivel na
caracteristica poténcia (P), com 61,53% do total das amostras com esta
tendéncia, corroborando com resultados de estudos prévios. Portanto, a
associacao se deu na comparacao.

Apesar da forte associagcdo e de significativa diferenga na comparagao

com o perfil genotipico da populagdo brasileira, o numero de amostras de
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atletas participantes de provas com demanda energética de Resisténcia, se
mostrou um fator limitante do estudo. O estudo também sugere o
aprimoramento do experimento com um N maior de atletas, pois a variedade de
provas com demandas energéticas diferenciadas podem demonstrar uma

maior interferéncia em cada modalidade com esta caracteristica.
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Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/12/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 641202 pdf 12:12:21
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/12/2015 Aceito
| do Projeto ROJETO 641202 pdf 12:08:33
Folha de Rosto folharosto.docx 08/12/2015 |MARCELO Aceito

12:06:37 |ROMANOVITCH
RIBAS
Enderego: Rua Paulo Martins, 332
Bairro: Mercés CEP: 80.710-010
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3218-5582 Fax: (41)3218-5559 E-mail: cep@dombosco.com.br
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TCLE/ Termos de | TCLEconsentimentodosatletas docx 08/12/2015 |MARCELO Aceito
Assentimento / 11:30:05 |ROMANOVITCH

Justificativa de RIBAS

Auséncia

TCLE/ Termos de | TCLEassentimento.docx 08/12/2015 |MARCELO Aceito
Assentimento / 11:29:55 |ROMANOVITCH

Justificativa de RIBAS

Auséncia

TCLE/ Termos de | TCLEpais.docx 08/12/2015 |MARCELO Aceito
Assentimento / 11:29:40 |ROMANOVITCH

Justificativa de RIBAS

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLEcontrole.docx 08/12/2015 |MARCELO Aceito
Assentimento / 11:29:22 |ROMANOVITCH

Justificativa de RIBAS

A :

Projeto Detalhado / | projetodoutorado.docx 08/12/2015 |[MARCELO Aceito
Brochura 11:27:20 |ROMANOVITCH

Investigador RIBAS

Declaracdo de autorizacao.docx 08/12/2015 |MARCELO Aceito
Instituicdo e 11:26:04 |ROMANOVITCH
Infraestrutura RIBAS

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao
CURITIBA, 25 de Fevereiro de 2016
Assinado por:
RENATA WASSMANSDORF

(Coordenador)
Enderego: Rua Paulo Martins, 332
Bairro: Mercés CEP: 80.710-010
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3218-5582 Fax: (41)3218-5559 E-mail: cep@dombosco.com.br

Pigina 03 de 03

51



52

APENDICE 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este é um convite especial para vocéparticipe voluntariamente da
pesquisa intitulada: ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS DOS
GENES ACTNS3, ACE ID, CK, AMPD1, eNOS NOS DIFERENTES ESPORTES
INDIVIDUAIS E COLETIVOS. Que tera por objetivo avaliar a frequéncia do
gendtipo dos genes, alfa actina3, da enzima conversora de angiotensina, da
enzima creatina quinase M, AMP1 desaminase, oxido nitrico, em atletas
brasileiros de alto rendimento.  As informacdes existentes neste documento
sdo para que vocé entenda perfeitamente os objetivos da pesquisa, e que a
sua participagdo seja espontanea. Se durante a leitura deste documento
ocorrer alguma duvida vocé devera fazer perguntas ao pesquisador envolvido
Prof. Glaucio Neves Woellner, Maria Amélia Goncalves, Prof. Marcelo
Romanovitch Ribas e Prof. Julio Cesar Bassan, para que possa entender
perfeitamente do que se trata a pesquisa. ApOs ser esclarecido sobre as
informacdes a seguir, no caso de aceitar, pedimos, por favor, que assine ao
final deste documento e realize sua rubrica em todas as paginas do mesmo.
Este documento se apresenta em duas vias onde a primeira via serd sua e a
segunda via do pesquisador responsavel.

Antes de continuar a leitura deste documento, verifique, por favor, se
vocé enquadra-se dentro dos critérios de inclusdo e exclusdo: Fatores de
Incluséo: atletas de esportes individuais e coletivos que possuam entre 18 até
35 anos. Fatores de exclusdo: a) ndo estejam competindo em suas respectivas
modalidades; b) n&do apresentaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido; c¢) manifestem seu desejo de retirar 0 seu consentimento em
participar da pesquisa, durante a realizacao da pesquisa.

A pesquisa justifica-se pelo fato de poucos estudos ndo conclusivos no
campo da genética do esporte, ter sido realizado com atletas de rendimento
brasileiros. Para tanto, a sua participacdo na pesquisa serd no sentido de

fornecer uma amostra de saliva, para que seja coletado material genético, para
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a determinacdo da genotipagem dos genes que serdo objeto do presente
estudo.

Como método alternativo para a metodologia proposta, poderiamos
realizar uma coleta sanguinea de 10 ml de sangue, para posterior extracdo do
DNA. Em relacdo a pesquisa que sera realizada, vocé podera ter acesso a
genotipagem dos genes candidatos que foram estudados para a variavel forca,
poténcia e resisténcia e a partir destas informacdes melhorarem a planificacdes
do treinamento, no tocante a melhora do desempenho e prevencao de lesdes.
Os riscos presentes na realizacdo deste estudo sdo minimos, pois a coleta
salivar € um método indolor, ndo invasivo, sem risco de transmissdo de
doencas, onde cada atleta utilizard um kit estéril e descartavel, fato que faz a
metodologia ser passivel de controle por meio de medidas preventivas.

O presente estudo com relacdo a determinacdo dos genes e seus
polimorfismos, estes ndo apresenta aos sujeitos de pesquisa riscos eminentes,
em algumas situacdes podera ocorrer a ndo adaptacdo por parte do atleta, ao
novo treinamento proposto, 0 que em um primeiro momento podera ocasionar
diminuicdo em sua performance de treino.

Cabe salientar que a sua privacidade sera respeitada, ou seja, 0 home
ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, o
identificar, sera mantido em sigilo, a fim de evitar tipo de discriminacdo e/ou
estigmatizacdo, individual ou coletiva. Caso ndo concorde com o que foi
exposto até o presente momento, vocé podera recusar que seu filho(a)
participe do estudo, ou retirar o consentimento a qualquer momento, sem
precisar justificar, e ele ndo sofrerd qualquer prejuizo. Com relacdo ao
pesquisador envolvido com o referido projeto, o Prof. Glaucio Neves Woellner
tel: 96987728, o Professor Marcelo Romanovitch Ribas tel: 92099267 e o
Professor Julio Cesar Bassan tel: 99644220 Ihe assegurara a assisténcia
durante toda pesquisa, bem como garantird a vocé livre acesso a todas as
informagdes em se tratando de esclarecimentos adicionais sobre o estudo e
suas consequéncias, enfim, tudo o que vocé e seu filho(a) queiram saber
antes, durante e depois da participacdo, ou se vocé optar estas informacdes
nao lhe sera repassadas. Caso queira entrar em contato com o comité de ética,

responsavel pela aprovagio desta pesquisa, podera contatar o Comité de Etica
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e pesquisa da Faculdade Dom Bosco pelo telefone (041) 3218 — 5582. O
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é um colegiado interdisciplinar e
independente, com “munus publico”, que existe nas instituicdes que realizam
pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil, criado para defender os
interesses dos sujeitos da pesquisa em sua integridade e dignidade e para
contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrbes éticos (Normas e
Diretrizes Regulamentadoras da Pesquisa Envolvendo Seres Humanos - Res.
CNS n.° 466/12, 11.4).

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de tudo aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo da ja referida pesquisa, pedimos o seu
livre consentimento para participar, estando totalmente ciente de que ndo ha
nenhum valor econdmico, a receber ou a pagar, pela sua participacdo. No
entanto, qualquer despesa decorrente da participacdo na pesquisa, havera
ressarcimento em dinheiro. De igual maneira, caso ocorra algum dano
decorrente da participacdo no estudo, serd devidamente indenizado, em forma

de tratamento conforme previsto em lei.

Data

Nome, CPF e assinatura dos pais ou responsaveis legais.

Nome e (assinatura) do pesquisador responséavel

Prof. Glaucio Neves Woellner(CPF-022856929-00)glauciow@hotmail.com

Nome e (assinatura) do pesquisador responsavel

Prof. Marcelo Romanovitch Ribas (CPF-018.790.059-

69)mromanovitch@yahoo.com.br

Nome e (assinatura) do orientador metodolégico da pesquisa



mailto:glauciow@hotmail.com
mailto:mromanovitch@yahoo.com.br
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Prof. Julio Cesar Bassan (CPF: 504.595.549-72)jcbassan@utfpr.edu.br

OBS: este documento deve conter duas vias iguais, sendo uma pertencente ao
pesquisador e outra ao sujeito de pesquisa, onde todas as vias deverédo estar

rubricadas pelo avaliado e pelo pesquisador.
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APENDICE 3

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este é um convite especial para que seu filho participe voluntariamente
da pesquisa intitulada: ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS DOS
GENES ACTNS3, ACE ID, CK, AMPD1, eNOS NOS DIFERENTES ESPORTES
INDIVIDUAIS E COLETIVOS. Que tera por objetivo avaliar a frequéncia do
genadtipo dos genes, alfa actina3, da enzima conversora de angiotensina, da
enzima creatina quinase M, AMP1 desaminase, oxido nitrico, em atletas
brasileiros de alto rendimento.  [As informacgfes existentes neste documento
sdo para que vocé entenda perfeitamente os objetivos da pesquisa, e que a
participacdo de seu filho é espontanea. Se durante a leitura deste documento
ocorrer alguma duvida vocé devera fazer perguntas ao pesquisador envolvido
Prof. Glaucio Neves Woellner, Maria Amélia Gongalves, Prof. Marcelo
Romanovitch Ribas e Prof. Julio Cesar Bassan, para que possa entender
perfeitamente do que se trata a pesquisa. Ap6s ser esclarecido sobre as
informacdes a seguir, no caso de aceitar, pedimos, por favor, que assine ao
final deste documento e realize sua rubrica em todas as paginas do mesmo.
Este documento se apresenta em duas vias onde a primeira via serd sua e a
segunda via do pesquisador responsavel.

Antes de continuar a leitura deste documento, verifique, por favor, se seu
filho(a) enquadra-se dentro dos critérios de inclusdo e exclusdo: Fatores de
Incluséo: atletas adolescentes de esportes individuais e coletivos que possuam
entre 11 até 17 anos. Fatores de exclusdo: a) ndo estejam competindo em suas
respectivas modalidades; b) n&o apresentaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido; c) manifestem seu desejo de retirar o seu consentimento
em participar da pesquisa, durante a realizacdo da pesquisa.

A pesquisa justifica-se pelo fato de poucos estudos nao conclusivos no
campo da genética do esporte, ter sido realizado com atletas de rendimento
brasileiros. Para tanto, a participacdo de seu filho(a) na pesquisa sera no

sentido de fornecer uma amostra de saliva, para que seja coletados material
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genético, para a determinacédo da genotipagem dos genes que seréo objeto do
presente estudo.

Como método alternativo para a metodologia proposta, poderiamos
realizar uma coleta sanguinea de 10 ml de sangue, para posterior extracdo do
DNA. Em relacdo a pesquisa que sera realizada, vocé e seu filho poderao ter
acesso a genotipagem dos genes candidatos que foram estudados para a
variavel forca, poténcia e resisténcia e a partir destas informag6es melhorarem
a planificagbes do treinamento, no tocante a melhora do desempenho e
prevencdo de lesBes. Os riscos presentes na realizacdo deste estudo sdo
minimos, pois a coleta salivar € um método indolor, ndo invasivo, sem risco de
transmissdo de doencas, onde cada atleta utilizara um kit estéril e descartavel,
fato que faz a metodologia ser passivel de controle por meio de medidas
preventivas.

O presente estudo com relacdo a determinacdo dos genes e seus
polimorfismos, estes ndo apresenta aos sujeitos de pesquisa riscos eminentes,
em algumas situacdes podera ocorrer a ndo adaptacao por parte do atleta, ao
novo treinamento proposto, o que em um primeiro momento podera ocasionar
diminuicdo em sua performance de treino.

Cabe salientar que a privacidade de seu filho(a) sera respeitada, ou seja,
0 nome ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, o
identificar, sera mantido em sigilo, a fim de evitar tipo de discriminacao e/ou
estigmatizacdo, individual ou coletiva. Caso ndo concorde com o que foi
exposto até o presente momento, vocé podera recusar que seu filho(a)
participe do estudo, ou retirar 0 consentimento a qualquer momento, sem
precisar justificar, e ele n&o sofrera qualquer prejuizo. Com relacdo ao
pesquisador envolvido com o referido projeto, o Prof. Glaucio Neves Woellner
tel: 96987728, o Professor Marcelo Romanovitch Ribas tel: 92099267 e o
Professor Julio Cesar Bassan tel: 99644220 Ihe assegurara a assisténcia
durante toda pesquisa, bem como garantirA a vocé livre acesso a todas as
informagdes em se tratando de esclarecimentos adicionais sobre o estudo e
suas consequéncias, enfim, tudo o que vocé e seu filho(a) queiram saber
antes, durante e depois da participacdo, ou se vocé optar estas informacdes

nao |lhe sera repassadas. Caso queira entrar em contato com o comité de ética,



58

responsavel pela aprovacéo desta pesquisa, podera contatar o Comité de Etica
e pesquisa da Faculdade Dom Bosco pelo telefone (041) 3218 — 5582. O
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é um colegiado interdisciplinar e
independente, com “munus publico”, que existe nas instituicdes que realizam
pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil, criado para defender os
interesses dos sujeitos da pesquisa em sua integridade e dignidade e para
contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrées éticos (Normas e
Diretrizes Regulamentadoras da Pesquisa Envolvendo Seres Humanos - Res.
CNS n.° 466/12, 11.4).

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de tudo aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo da ja referida pesquisa, pedimos o0 seu
livre consentimento para seu filho(a) participar, estando totalmente ciente de
que nao ha nenhum valor econdémico, a receber ou a pagar, pela sua
participacdo. No entanto, qualquer despesa decorrente da participacdo na
pesquisa, havera ressarcimento em dinheiro. De igual maneira, caso ocorra
algum dano decorrente da participacdo no estudo, sera devidamente

indenizado, em forma de tratamento conforme previsto em lei.

Data

Nome, CPF e assinatura dos pais ou responsaveis legais.

Nome e (assinatura) do pesquisador responséavel

Prof. Glaucio Neves Woellner(CPF-022856929-00) glauciow@hotmail.com

Nome e (assinatura) do pesquisador responsavel

Prof. Marcelo Romanovitch Ribas (CPF-018.790.059-

69)mromanovitch@yahoo.com.br

Nome e (assinatura) do orientador metodolégico da pesquisa



mailto:glauciow@hotmail.com
mailto:mromanovitch@yahoo.com.br
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Prof. Julio Cesar Bassan (CPF: 504.595.549-72)jcbassan@utfpr.edu.br

OBS: este documento deve conter duas vias iguais, sendo uma pertencente ao
pesquisador e outra ao sujeito de pesquisa, onde todas as vias deverédo estar

rubricadas pelo avaliado e pelo pesquisador.
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APENDICE 4
N
SGE}
UNIVERSIDADE
POSITIVO
DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que a Universidade Positivo
autoriza o usos de seus laboratérios de biologia molecular para a pesquisa
em Analise de Polimorfismos Genéticos em Atletas de esportes coletivo e
individuais, com os pesquisadores Julio Cesar Bassan, Zair Candido de
Oliveira Netto, Glaucio Neves Woellner, Maria Amélia Gongalves, Marcelo
Romanovitch Ribas e Fabiano Salgueirosa.

Por ser verdade, assino o presente.

Zair Candido de Oliveira Netto

Coordenador do Curso de Educagdo Fisica



