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RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar a
frequéncia do polimorfismo I/D do gene da
ECA |, e do polimorfismo R577X do gene
ACTN3 em atletas de futebol americano.
Foram avaliados 22 atletas amadores, o
diagnéstico do polimorfismo da ECA | foi
realizado mediante a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR), na identificacdo do
polimorfismo R577X do ACTN3 os produtos
amplificados por PCR foram digeridos pela
enzima de restricdo Ddel. Os resultados
indicaram a frequéncia genotipica de (36%) II,
(55%) ID e (9%) DD (p=0,178) e a frequéncia
alélica de 53% | e 47% D (p=0,058) da ECA I.
Para o ACTN3 identificou-se (23%) RR, (41%)
RX e 36%) XX (p=0,07), na frequéncia alélica
foram identificados 43% R e 57% X (p=0,064),
na frequéncia da presenca (RR ou RX) ou
auséncia (XX) da proteina alfa-actinina-3, os
resultados apontaram 67% RR/RX e 33% XX
(p=0,025). Os resultados indicam que a
frequéncia dos gendtipos da ECA | diferiu de
achados em outros estudos, bem como na
frequéncia dos gendtipos do gene ACTN3 em
populacdes europeias, norte americanas e das
regides sul e sudeste do Brasil, corroborando
com resultados encontrados em investigacdes
realizadas no continente asiatico.
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ABSTRACT

Analysis of the frequency of polymorphism of
angiotensin converting enzyme | (ace I) and
r577x of gene actn3 in american football
players

The purpose of this study was to analyze the
frequency of the | / D polymorphism of the ACE
I gene and the R577X polymorphism of the
ACTN3 gene in soccer players. Twenty-two
amateur athletes were evaluated, the
diagnosis of the ACE | polymorphism was
performed by the polymerase chain reaction
(PCR), in the identification of the R577X
polymorphism of the ACTN3 the products
amplified by PCR were digested by the
restriction enzyme Ddel. The results indicated
the genotype frequency of (36%) Il, (55%) ID
and (9%) DD (p = 0.178) and allelic frequency
of 53% | and 47% D (p = 0.058) of RCT I. For
the ACTN3, RR (41%) RX and (36%) XX (p =
0.07) were identified in the allele frequency,
43% R and 57% X (p = 0.064) were identified
in the frequency of the presence (RR or RX) or
absence (XX) of the alpha-actinin-3 protein,
the results indicated 67% RR / RX and 33%
XX (p = 0.025). The results indicate that the
frequency of ACE | genotypes differed from
findings in other studies, as well as the
frequency of ACTN3 gene genotypes in
European, North American and South and
Southeastern Brazilian populations,
corroborating  with  results  found in
investigations conducted in the Asian
continent.

Key words: Football; Polymorphism, Genetic,
Genotype.
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INTRODUCAO

A Performance fisica em atletas
sempre despertou interesse de profissionais
envolvidos com a medicina do esporte,
embora considerassem que o aumento do
desempenho esportivo estivesse relacionado
exclusivamente com o0os métodos de
treinamento associado a uma dieta especifica.

Com o passar dos anos observou-se
gue outros fatores influenciavam para o
alcance do alto nivel de rendimento esportivo,
como o favorecimento genético (Dias e
colaboradores, 2007; Payne e Montgomery,
2003).

Em conformidade com as diferentes
demandas fisicas das modalidades esportivas,
determinados genétipos podem favorecer a
melhora do desempenho fisico dos atletas.

Bray e colaboradores (2009)
identificaram 214 genes autossémicos que
podem ser associados ao desempenho
esportivo, sendo o gene da enzima conversora
de angiotensina | (ECA I) e o ACTN3 dos
genes que aparentemente apresentam maior
correlacdo  positiva com  desempenho
esportivo, sendo assim considerados fortes
candidatos quanto a associacdo da
performance fisica humana (GineviCiené e
colaboradores, 2011).

O ACTN3 est4d localizado no
cromossomo 11g13-14 e tem informacéo para
a sintese da alfa-actinina-3, uma proteina
sarcomérica  localizada na linha Z
exclusivamente em fibras musculares do tipo Il
(Yang e colaboradores, 2003). O éxon 16
deste gene apresenta um polimorfismo de
nucleotideo simples (SNP) que é identificado
pela troca de uma citosina (C) por uma timina
(T), da posicdo 1747, resultando na alteracdo
na sequéncia do coédon 577 modificando um
residuo de arginina (alelo funcional, R) para
um Stop Cbdon (alelo polimérfico, X),
configurando assim o polimorfismo R577X
(Beggs e colaboradores, 1992; North e
colaboradores, 1999).

Esses processos metabodlicos geram
uma proteina truncada que sofre degradacao
durante as reacdes poés traducionais, sendo
considerados homozigotos dominantes (RR),
aqueles que apresentam duas cépias do alelo
funcional, heterozigotos o0s que apresentam
uma coépia do alelo funciona e uma do alelo
polimérfico (RX) e homozigotos recessivos
(XX), os que apresentam duas coépias do alelo
polimérfico (Ahmetov e colaboradores, 2016).

A auséncia da alfa-actinina-3 nas
fiboras do tipo Il ndo confere nenhuma
patologia, desta maneira o metabolismo
muscular € suprido por uma isoforma proteica
conhecida como alfa-actinina-2 (Vincent e
colaboradores, 2007).

Aparentemente  0S  sujeitos que
apresentam pelo menos uma cépia do alelo R
tém maior capacidade para produzir forca
poténcia e de resistir mais a esfor¢os intensos
que os sujeitos homozigotos XX (Yang e
colaboradores, 2003).

A ECA é uma proteina transmembrana
sintetizada como um polipeptidio com 1306
aminoécidos, sendo sua forma composta por
1277 aminoacidos e massa molecular de 1466
kDa, possuindo duas areas internas, dominios
N e C terminal, com homologia entre
aminodcidos, portando aproximadamente 612
aminodcidos cada (Bernstein e colaboradores,
2013), contém um polimorfismo que consiste
na presenca (insercao ou alelo “I”) ou auséncia
(delecao ou alelo “D”) de 287 pares de bases,
podendo ocasionar a diminuicdo ou 0 aumento
da atividade dessa enzima (Montgomery e
colaboradores, 1998; Rigat e colaboradores,
1990).

A associacdo do reconhecimento das
caracteristicas fisicas mais presentes nas
modalidades esportivas e a identificagdo dos
gendtipos que mais auxiliam nestas
caracteristicas, pode ser utilizado como um
método de sele¢cdo e deteccdo de atletas de
alto rendimento (Rossignol e colaboradores,
2014; Veale e colaboradores, 2008).

Tendo como caracteristica ser um
esporte  coletivo, tatico e estratégico,
envolvendo jogadas que exigem alta
intensidade e curta duracdo, divididas por
momentos de baixa intensidade, determinando
0 sistema energético anaerébio como
caracteristica principal (Condello, Schultz e
Tessitore, 2013; Hoffman, 2008; Kin-Isler e
colaboradores, 2008; Perrella, Noriyuki e
Rossi, 2005).

O Futebol Americano é uma
modalidade em que os atletas podem ser
favorecidos por gendtipos que influenciem nas
propriedades musculoesqueléticas e
metabdlicas.

No entanto, h& wuma crescente
demanda de investiga¢des que relacionem o
perfil genotipico dos atletas ao alto
desempenho esportivo em determinadas
modalidades esportivas (Moran e
colaboradores, 2007).
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Posto isso, 0 presente estudo propde
analisar a frequéncia do polimorfismo I/D do
gene da ECA, o polimorfismo R577X do gene
ACTN3 e o polimorfismo XXX do gene XXX
em atletas de futebol americano.

MATERIAIS E METODOS
Amostra

Participaram do estudo 22 atletas
amadores de futebol americano no estado do
Amazonas com idade de 25+3,4 anos e tempo
de pratica na modalidade superior a cinco
anos, sem historico de lesdo osteomioarticular
e com participacdo em competicdes estaduais,
nacionais ou internacionais nos Ultimos dois
anos.

Procedimentos

Este projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa com seres Humanos da
Universidade Federal do Amazonas, obtendo
registro 49475214.0.0000.5020. Apdés a
aprovado todos os atletas assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
permitindo o inicio da coleta de dados.

Foram coletados 5 ml de sangue em
seringa estéril descartavel e transferido para
tubos vacutainer com acido etilenodiamino-
tetraacético (EDTA).

Apbés a coleta, as amostras foram
armazenadas em geladeira a 4°C, no
Laboratério de Diagnéstico Molecular da
UFAM, até a realizada da extracdo de DNA.

A extracdo e a purificagcdo do DNA
foram realizadas com o Kit QlIAamp® DNA
Mini and Blood Mini Handbook (QIAGEN).

Para a quantificacdo e a andlise da
integridade do material extraido utilizou-se o
Nanodrop® ND-1000 (Thermo Scientific) e
eletroforese em gel de agarose a 0,8% corado
com brometo de etideo.

Genotipagem ECA
A amplificacdo do polimorfismo I/D do

gene da ECA foi realizada por Reacdo em
Cadeia de Polimerase (PCR), e utilizados

iniciadores direto (5
CTGGAGAGCCACTCCCATCCTTTCT 3) e
reverso (5

GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT 3)
ancorados nas extremidades do intron 16,
devido (Rigat e colaboradores, 1990)
afirmarem que essa regido pode possuir uma

delegcé@o (D) ou insercéo (I) de 287 pares de
bases. O alelo D do gene da ECA segundo
Salgueirosa e colaboradores (2017) produz um
amplicon de 191 pares de bases, a medida
gue o alelo | produz um amplicon de 478 pares
de bases, contendo a insercdo de 287pb.
Dessa forma, s&o identificadas trés
possibilidades de genotipos nos atletas: D/D,
I/Delll.

O protocolo do ciclo termal foi
programado a 95° C por 5 minutos para
desnaturacdo; seguido por 35 ciclos de
anelamento a 94° C por 30 segundos, 51° C
por 30 segundos e 72 ° C por 60 segundos,
com uma extensdo final a 72° C por 5 minutos.

Os produtos amplificados foram
submetidos a electroforese em gel de agarose
a 2% corado com brometo de etidio e
visualizado em um transiluminador de Iluz
ultravioleta.

Genotipagem ACTN3

A sequéncia do primer iniciador: 5
CTGTTGCCTGTGGTAAGTGGG 3, e do
primer reverso: 5
TGGTCACAGTATGCAGGAGGG 3 foi
ancorada nos introns adjacentes ao referido
éxon (Mills e colaboradores, 2001).

O sistema reacional para amplficagdo
do DNA teve um volume final de 20 microlitros
(ul) utilizando: tampao 10x (2 ul), MgClI 2,5mM
(1,2 ul), dNTPs 2,5mM (1,6 ul), primers 10pmol
(5 ul), enzima taq polimerase (0,3 ul) e DNA
10ng/ul (2,0 ul), para completar volume total
utilizou-se 7,9 ul de 4gua ultrapura.

Para a amplificacdo do fragmeto foi
utilizado o termociclador Mastercycler Gradient
Personal (Eppendorf®) programado em 95° C
durante 5 minutos para a desnhaturacgéo;
seguidos de 30 ciclos de anelamento a 94° C
por 30 segundos, 58° C por 30 segundos e 72°
C durante 30 segundos, com uma extensao
final de 72° C durante 5 minutos.

Ap6s a amplificagdo, o produto da
PCR foi digerido com a endonuclease Ddel e
analisada através da eletroforese em gel de
agarose a 3%, corado com brometo de etideo,
visualizado no transiluminador de luz
ultravioleta. Para o processo de digestdo do
fragmento amplificado foi adicionado 1,5ul de
tampéo 10X, 0,3ul de BSA, 2U da enzima de
digestdo Ddel (promega) e 9ul do produto da
PCR, o restante da reacdo serd completada
com agua ultrapura (Rocha, 2015).

Foi possivel distinguir os alelos 577R e
577X pela presenca (577X) ou auséncia
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(577R) de um sitio de restricdo da Ddel (5°-
CJ/TNA G-3°). A Digestdo dos produtos de RESULTADOS

PCR dos alelos 577X e 577R produz um
polimorfismo de tamanho dos fragmentos de
restricdo, como apontam outros estudos da
mesma linha os fragmentos RR (205 e 86 bp)
RX (205, 108, 97 e 86 bp) e XX (108, 97 e 86
bp) (Fiuza-Luces e colaboradores, 2011).

Andlise Estatistica

A andlise dos dados foi desenvolvida
por meio de estatistica descritiva. A
distribuicdo do gendtipo em conformidade com
o equilibrio de Hardy-Weinberg, as frequéncias
alélicas no grupo de atletas, e a sua
significancia foram avaliadas pelo teste de qui-
quadrado (x2) usando o software Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) verséo
21.0. Os valores de p< 0,05 foram
considerados estaticamente significativos.

ApOs a andlise do gene ECA | em
todas as amostras, detectou-se que o genétipo
Il estd presente em 8 sujeitos representando
36% da amostra.

Entretanto, o gendtipo ID foi
identificado em 10 atletas que equivale a 55%
da amostra, 0 gendtipo DD encontrou-se
presente em 4 individuos, correspondendo a
9% das amostras como descrito no quadro 1.

Como apresentado no quadro 2
detectou-se que o gendtipo RR esta presente

em 5 sujeitos, que representa 23% das
amostras.
Entretanto, 0o gendtipo RX foi

identificado em 9 atletas que equivale a 41%
da amostra, ja o genétipo XX encontrou-se
presente em 8 individuos, correspondendo a
36% das amostras.

Quadro 1 - Caracterizacdo da amostra, frequéncia genotipica e distribuicdo alélica do gene ECA I.

p -
Ecal b- Alelo value
Il ID DD |Value | D
n (%) n(®) |n (%) n (%) n (%)
8(36) | 10(55) | 4(9) |0,178 | 26 (53) |14 (47) | 0,058

Quadro 2 - Caracterizacdo da Amostra, frequéncia genotipica e distribuicdo alélica do gene ACTN3.

Frequéncia Genotipica Frquenua Presenca/Auséncia
p- Alélica p- p-
RR RX XX |Value R X Value | RR/ RX XX Value
n(%) | n(%) | n(%) n (%) n (%) n (%) n (%)
5(23)] 9(41) | 8(36) | 0,07 |19 (43) | 25(57) |0,064 | 14 (67) 8 (36) | 0,025
DISCUSSAO DD nos jogadores, pois favoreceriam eventos

O objetivo do presente estudo foi
avaliar a frequéncia alélica e genotipica do
polimorfismo R577X do gene ACTN3 e I/D do
gene ECA | em atletas amazonenses de
futebol americano, os principais resultados
apontam que em ambos 0s genes 0 genétipo
heterozigoto esta presente em maior
percentual da amostra, equivalendo a 55%
(I/D) no gene ECA | e 41% (RX) do gene
ACTN3 porém ndo apresentando diferenca
estatisticamente significativa na frequéncia
genotipica (p= 0,07) e frequéncia alélica
(p=0,064) do polimorfismo, apenas na
presenca do alelo R (p= 0,025) do gene
ACTN3, bem como para o gene Eca |,
rejeitando assim a hipétese verdadeira, que
estima maior frequéncia dos genétipos RR e

de forca e poténcia, bem presentes no futebol
americano.

As frequéncias genotipicas do gene
ECA | encontradas foram: 36% Il, 55% ID e
9% DD, no entanto, comparando com o0s
resultados obtidos por Amir e colaboradores
(2007), no qual foram avaliados atletas
israelenses, foi possivel identificar uma
frequéncia inferior de gendtipos Il e uma
frequéncia superior de gendtipos DD (12% I,
36% ID e 52% DD) corroborando com o
estudo realizado por Can e colaboradores
(2005) em que 88 atletas turcos foram
submetidos a um teste de esfor¢co de 60 m e
uma corrida de 2 km, resultaram na frequéncia
de 20% Il, 41% ID e 39% DD, identificando
gue os portadores do gendtipo DD obtiveram
melhores resultados em ambos os testes,
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indicando que a variagdo genotipica pode
adquirir uma vantagem em exercicios de
média duracao.

Myerson e colaboradores (1999)
identificaram maior frequéncia do alelo | entre
corredores de elite de provas de longa
distdncia em comparacdo aos individuos
sedentarios  saudaveis, revelando uma
tendéncia linear e crescente na frequéncia do
alelo | de 91 corredores de nivel olimpico:
0,35; 0,53 e 0,62 nas especialidades < 200m
(n = 20), 400-3.000m (n = 37) e 2 5.000m (n =
34), respectivamente.

Devido a presenca deste alelo revelar-
se mais frequente & medida que aumenta a
distancia da prova percorrida pode-se sugerir
que a performance de atletas de resisténcia
encontra-se em parte na dependéncia de sua
presenca.

A relagdo entre forgca muscular e a
frequéncia dos gendtipos da ECA | em atletas
de alto nivel, Costa e colaboradores (2009)
avaliaram 58 individuos de nivel olimpico,
sendo: 35 nadadores e 23 triatletas de ambos
0s sexos, em testes de forca de preenséo
manual e salto vertical, os resultando apontam
maior predisposicdo do desenvolvimento de
forca muscular nos avaliados com o alelo D.

Apresentando frequéncias genotipicas:
23% RR, 41% RX e de 8% XX do gene
ACTN3, os resultados do presente estudo
corroboram com os achados por Yang e
colaboradores (2003) que ao avaliarem 429
atletas de elite de sprint e endurance
australianos e 436 individuos no grupo
controle, obtiveram maior frequéncia de
individuos heterozigotos 38% RR, 45% de RX
e 17% XX. Resultados diferentes foram
encontrados por Rocha (2015) que avaliou 96
atletas de ambos os sexos, de diferentes
modalidades com distintas caracteristicas
obtendo: 16% RR, 47% RX, 37% XX.

Contrariando o que é encontrado na
literatura, em um estudo feito por Moran e
colaboradores (2007) foram avaliados 992
jovens submetidos a diversos testes fisico,
obtendo a frequéncia de: RR=34%, RX=48% e
X=18%, onde os resultados apontaram melhor
desempenho fisico no sprint de 40m nos
portadores do genétipo XX do sexo masculino.

Contudo ha evidéncias que relacionam
positivamente as frequéncias genotipicas dos
genes ACTN3 e ECA |, porém tais resultados
podem ser refutados.

CONCLUSAO

No presente estudo pode-se observar
que as frequéncias dos polimorfismos da ID do
gene da ECA e R577X do gene ACTN3
diferiram de grande parte dos estudos
disponiveis na literatura que estudaram
europeus, norte americanos e de outras
regides do Brasil.

Pelo fato do futebol americano se
caracterizar como modalidade
predominantemente anaerdbia esperava-se
encontrar frequéncia superior dos gendtipos
DD e RR, fato que nédo ocorreu.

Porém os dados desta investigacao
apresentaram valores semelhantes aos
encontrados em outros estudos com amostras
da mesma regido, o que indica que tais
frequéncias genatipicas podem ser
caracteristicas desta regido.

Além disso, os dados deste estudo
sugerem que os genétipos Il da ECA e XX do
ACTN3 podem estar associados a eventos de
forca/poténcia na populacéo local.
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