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RESUMO

O futebol ¢ um esporte caracterizado por ag¢des intermitentes de alta intensidade, as quais
demandam grande geragdo de forga excéntrica, que por sua vez resultam em aumento e da
resposta inflamatéria apds treinamentos e jogos. Fatores genéticos tém demostrado grande
influéncia ndo s6 sobre componentes do desempenho atlético, mas também na ativagdo e
resolucao da inflamagao, na regeneragao do tecido muscular e outros fenotipos. Dessa forma o
objetivo do presente estudo, foi investigar, a associacdo de fatores genéticos com fendtipos
relacionados a inflamacdo em atletas de futebol apds uma sessdo de treinamento com
predominancia de agdes excéntricas. A amostra foi composta por 47 atletas de futebol do sexo
masculino da categoria sub-20 que fazem parte de clubes da primeira divisdo do futebol
brasileiro. Foram coletadas amostras de sangue nos momentos Pré, 3, 24 ¢ 48 horas apos a
sessdo de treinamento para avaliar as respostas inflamatorias (andlises hematologicas
(hemograma), creatinofosfoquinase (CK), proteina C reativa quantitativa de alta sensibilidade
(PCR), fator de necrose tumoral (TNFa), interleucina 6 (IL-6) e do fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1)). No estudo 1, observou-se que individuos com o
genotipo XX para o polimorfismo (SNP) da ACTN3 rs1815739, apresentam maiores respostas
inflamatorias (Neutrofilos, Mondcitos e TNFa (p<0,01)), possivel sinalizacao tardia de IL-6 e
menores concentragdes de IGF-1 em comparacdo com atletas que carregam o alelo R
(p<0,01). Os resultados do estudo 2, sugerem que a abordagem de distancia genética baseada
em 10 polimorfismos (SNPs) e Fst relacionados ao desempenho, em comparagdo com
1000genomes, foram replicdveis em populacdes similares, mas independentes, de jogadores
de futebol. Em um contexto mais amplo do ponto de vista da genética, no estudo 3, foi
verificada a associacdo de diversos polimorfismos (analisados individualmente e em
conjunto) e as respostas inflamatorias dos atletas. Dos 28 SNPs analisados, 9 (ACTN3
rs1815739, COL5AI 1512722, COL5A1 1s3196378, HGF 155745697, IGF1 1s35767, IL-6
rs1800795, MMP3 15679620, SLC30A48 1s13266634, SOX15 rs4227) foram individualmente
associados com biomarcadores € 7 SNPs (COL5A1 1512722, COL5A1 1s3196378, COL5A1
rs1800012, HGF rs5745697, IGFI 1s35767, IL-6 rs1800795 and MMP3 1rs679620) analisados
de maneira combinada, explicaram de 16% a 40% da variagdo das respostas inflamatorias em
atletas de futebol. A partir dos resultados apresentados, pode-se concluir que o perfil
genotipico pode ser levado em consideragdo para uma distribuicdo da carga de treinamento
mais individualizada assim como na elaboragdo de estratégias de recuperagdo para atletas de
alto nivel entre sessdes de treinamento e jogos de alta demanda fisica e fisioldgica.

Palavras-Chave: Genética. Polimorfismo. ACTN3. Futebol. Resposta Inflamatoria.



ABSTRACT

Football is a sport characterized by high-intensity intermittent actions, which demand great
eccentric force generation, which in turn, result in increased inflammatory response after
training and matches. Genetic factors have been shown to have a great influence not only on
components of athletic performance, but also on activation and resolution of inflammation,
muscle tissue regeneration, and other phenotypes. Thus, the objective of the present study was
to investigate the association of genetic factors with inflammation-related phenotypes in
football players after a training session with a predominance of eccentric actions. The sample
was composed of 47 male football athletes from the under-20 category who belong to clubs
from the first division of Brazilian football. Blood samples were collected in the moments
Pre, 3, 24 and 48 hours after the training session to evaluate inflammatory responses
(hematological analyses (hemogram), creatine phosphokinase (CK), high sensitivity
quantitative C-reactive protein (CRP), tumor necrosis factor (TNFa), interleukin 6 (IL-6) and
insulin-like growth factor type 1 (IGF-1)). In study 1, it was observed that individuals with
the XX genotype for the ACTN3 rs1815739 polymorphism (SNP), exhibit greater
inflammatory responses (Neutrophils, Monocytes and TNFa (p<0.01)), possible delayed IL-6
signaling, and lower IGF-1 concentrations compared to athletes carrying the R allele
(p<0.01). The results of study 2, suggest that the genetic distance approach based on 10
polymorphisms (SNPs) and performance related Fst compared to 1000genomes were
replicable in similar but independent populations of football players. In a broader context
from a genetic point of view, in study 3, the association of several polymorphisms (analyzed
individually and together) and the inflammatory responses of athletes was verified. Of the 28
SNPs analyzed, 9 (ACTN3 1s1815739, COL5A1 1s12722, COL5A1 133196378, HGF
1s5745697, IGF1 1s35767, IL-6 rs1800795, MMP3 15679620, SLC30A8 1s13266634, SOX15
rs4227) were individually associated with biomarkers and 7 SNPs (COL5A1 1512722,
COLS5A1 13196378, COL5AI rs1800012, HGF 1s5745697, IGF1 rs35767, IL-6 1rs1800795
and MMP3 rs679620) analyzed in combination explained between 16% and 40% of the
variation in inflammatory responses in football players. From the results presented, it can be
concluded that the genotype profile can be considered for a more individualized training load
distribution as well as in the elaboration of recovery strategies for high level athletes between
training sessions and games of high physical and physiological demand.

Keywords: Genetics. Polymorphism. ACTN3. Football. Inflammatory Response.
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1 INTRODUCAO

Durante uma partida oficial de futebol de elite, cada jogador realiza de 1000 a 1400
acoes (principalmente agdes de curta duragdo), variando a cada 4-6 segundos (Bangsbo et al.,
1991). A distancia média percorrida entre os atletas varia entre 10 e 12 km (Bangsbo et al.,
1991; Castagna et al., 2017), sendo que de 1 a 11% desta distancia ¢ percorrida em sprints
(MOHR et al., 2003). Drust et al. (2000) encontraram um valor médio de 19 sprints durante
uma partida que ocorriam a cada 4-5 minutos, enquanto Strudwick et a/l. (2002) observaram a
ocorréncia de uma acdo em alta intensidade a cada 60 segundos ¢ um esforco maximo a cada
4 minutos. Em um estudo analisando agdes intensas de curta duragdo, Castagna et al. (2017)
verificaram que jogadores de futebol profissional percorrem em média 635m acelerando e
611m desacelerando em intensidade elevada (>2m/s?) e 214m acelerando e 209m
desacelerando em intensidade muito elevada (>3m/s?). Dessa forma, nota-se que a pratica do
futebol envolve a realizacdo de agdes de intensidade elevada, as quais demandam grande
geracdo de forca excéntrica, que por sua vez estd relacionada com alteragdes morfofuncionais
do aparato muscular (Nosaka et al., 2005), resultando em aumento do dano muscular ¢ da

resposta inflamatoria apos treinamentos e jogos.

Segundo Tidus (2008), o dano muscular ¢ definido como mudangas estruturais no
musculo que desencadeiam a perda da fun¢do muscular causada pelo rompimento das
estruturas envolvidas na producao ou transmissao de forca. Clarkson e Hubal (2002) sugerem
que danos a fibra muscular apds exercicio sdo geralmente atribuidos a desorganizagdo na
estrutura das fibras musculares e caracterizam-se pela ruptura, alargamento ou prolongamento
da linha Z que ¢ definida como o ponto de contato das proteinas contrateis e o suporte para
transmissao de forca quando as miofibrilas sdo encurtadas. O dano muscular também parece
ocorrer em outros componentes celulares, como o sarcolema e os tubulos T (Clarkson; Hubal,

2002).

A contragdo muscular excéntrica gera maior magnitude do dano muscular (Tricoli,
2001). Quando um musculo ¢ alongado, existe a resisténcia oferecida pelos elementos
elasticos os quais constituem a estrutura do musculo esquelético. Esta resisténcia gera uma
tensdo passiva, a qual aumenta na medida em que o musculo ¢ alongado. O aumento da tensdo
as fibras ativas somado ao aumento da tensdo passiva do tecido conectivo além de gerar maior

producao de forga € responsavel por maior ocorréncia de dano muscular em agdes excéntricas
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em comparagdo com as concéntricas e isométricas (Foschini et al., 2007) e talvez por isso, a
contracdo muscular excéntrica seja um dos métodos mais utilizados nos estudos que

investigam as respostas fisioldgicas decorrentes do dano muscular (Chen et al., 2010).

A resposta inicial apds o dano muscular ¢ chamada de fase aguda da inflamacgao. Os
primeiros a chegar ao local lesionado s3o os neutrofilos que sinalizam uma resposta pro-
inflamatéria para atrair monocitos. Seguindo de perto os neutréfilos, os macrofagos também
participam da fase pro-inflamatoria, eles limpam os detritos circulantes por meio de
eferocitose. Durante essa fase do processo inflamatorio, também predominam fendmenos
como a migracao de leucocitos, produgdo de radicais livres e a elevagdo das concentragdes
séricas de biomarcadores inflamatérios e de dano muscular como a creatina quinase (CK),
proteinas de fase aguda e diversas citocinas que sdo as principais responsaveis pela
coordenacdo, amplificacdo e regulacdo da magnitude e duragdo dos eventos inflamatorios
(Ispirlidis et al., 2008; Da Silva & Macedo, 2011). Dessa forma, tem sido sugerido que as
concentragcdes sanguineas de biomarcadores associados ao processo inflamatdrio, podem ser
utilizadas para mensurar a magnitude das respostas do organismo ao dano muscular apos a

pratica esportiva (Da Silva & Macedo, 2011; Ispirlidis et al., 2008; Cruzat et al., 2007).

Como ja bem documentado na literatura, acredita-se que citocinas pro-inflamatdrias
interfiram na diferenciagao de células satélites, acelerando a degradacdo da proteina muscular,
inibindo a sintese de proteinas musculares, levando a redu¢ao de massa muscular e da forga
(Baumert, et al., 2016), podendo resultar em um reparo tecidual mais lento e redugdo nas
adaptacdes musculoesqueléticas decorrentes do exercicio (Peake, et al., 2010). O reparo da
musculatura esquelética ¢ um processo complexo mediado por células satélites no qual
diversos fatores sdo ativados para a regulacdo do remodelamento muscular (Kurosaka &
Machida, 2012). As células satélites sdo as c€lulas tronco mononucleadas do musculo e estao
localizadas na superficie externa da fibra muscular, entre a ldmina basal e o sarcolema.
Normalmente essas células ficam em repouso e sdo ativadas apos o dano tecidual (Grobler et

al., 2004).

No que tange ao processo de reparo tecidual, estudos in vitro e in vivo demonstraram
que os macrofagos exercem papel importante no reparo do tecido lesionado, e isso ocorre
provavelmente, pela secrecdo de moléculas pro-regenerativas (Da Silva & Macedo, 2011).
Dentre essas, destacam-se alguns hormonios como o fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF-1). Os efeitos anabdlicos do IGF-1 envolvem tanto a atuagdo como um fator

de iniciagdo e progressdo do ciclo celular quanto a ativacdo, proliferacdo e diferenciagio de
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células satélite (Matheny et al., 2010). A influéncia do IGF-1 em mediar alguns aspectos
benéficos do exercicio particularmente em relagdo a recuperagdo pds exercicio € mecanismos
de remodelamento do tecido muscular esquelético, tem sido uma area de estudo de grande

interesse (Nindl & Pierce, 2010; Stewart & Pell, 2009).

Publicagdes recentes tém mostrado que fatores genéticos tém uma grande influéncia
nao s6 sobre componentes do desempenho atlético, mas também na ativacao e resolucdo da
inflamacao, na regeneracdao do tecido muscular e outros fenotipos (Ahmetov & Fedotovska,
2015; Baumert et al., 2016; Larruskain et al., 2018). Dessa forma, a identificacdo de genes
que possam influenciar nos niveis de moléculas envolvidas na cascata inflamatoria, pode
auxiliar a elucidar os fatores ¢ mecanismos relacionados ao processo inflamatério (Natiza et
al., 2012). Alguns estudos tém encontrado associagdes entre polimorfismos de nucleotideo
simples (SNPs) dos genes de proteinas da cascata inflamatoria com diversas doengas (Lee et
al., 2016; Todendi ef al., 2016), no entanto, muito pouco se sabe sobre a potencial associagao
genética com a resposta inflamatoria decorrente da pratica esportiva (Baumert et al., 2019;

Pickering et al., 2019; Seto et al., 2021).

1.1 Sistema Imune & a Pratica Esportiva

A funcdo fisiologica do sistema imune ¢ a defesa contra microrganismos (agentes
infecciosos). Entretanto, mesmo substadncias nao infecciosas podem estimular respostas
imunes. Muitos estressores fisicos, como cirurgias, traumas, queimaduras e o exercicio fisico,
induzem um padrdo de respostas imunoldgicas semelhantes. O sistema imune pode ser
dividido em duas partes: a imunidade inata (natural ou nativa) e a imunidade adaptativa
(adquirida ou especifica), que trabalham em conjunto de maneira sinérgica (Abbas et al.,

2012; Gleeson et al., 2013).

A imunidade inata ¢ a primeira linha de defesa contra agentes estressores e estd
envolvida nos danos, na reparacao e remodelacao tecidual. A resposta imune relacionada a
imunidade inata, baseia-se em mecanismos de defesa celulares e bioquimicos que estdo
agindo mesmo antes da ocorréncia do estimulo estressor e ¢ programada para respondé-lo de
maneira rapida (Abbas et al., 2012). Os principais componentes da imunidade inata sdo as
barreiras fisicas e quimicas, como o epitélio e agentes antimicrobianos produzidos nas
superficies epiteliais, células fagociticas, como neutréfilos e macrofagos, células dendriticas,

células assassinas naturais, conhecidas como células NK (do inglés Natural Killer), células
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linfoides, além de varias proteinas plasmaticas, incluindo membros do sistema complemento e

outros mediadores da inflamacao (Abbas ef al., 2012; Gleeson ef al., 2013).

Quando ocorre uma falha do sistema inato, a inflamag¢ao resultante ativa o sistema
imune adaptativo, que responde com um processo de proliferacdo de células que atacam
diretamente o invasor ou produzem proteinas defensivas especificas conhecidas como
anticorpos ou imunoglobulinas. Essas proteinas, por sua vez, ajudam a combater o agente
estressor de varias formas, como a fagocitose, exposi¢ao e neutralizacdo do agente agressor
(Gleeson et al., 2013). O sistema imune adaptativo tem a capacidade de reconhecer e reagir a
um elevado nimero de substancias microbianas e ndo microbianas. Dentre as caracteristicas
que definem a imunidade adaptativa, destaca-se a habilidade de identificar diferentes
substancias, por isso ¢ também chamada de imunidade especifica (Abbas et al., 2012). Outra
caracteristica importante na defini¢do da imunidade adaptativa ¢ a habilidade de responder de
maneira mais vigorosa a exposicdes repetidas ao mesmo agente infeccioso, essa habilidade ¢
também conhecida como memoria. Os principais componentes da imunidade adaptativa sdo
os linfocitos e seus produtos secretados (anticorpos) (Abbas et al., 2012; Gleeson et al.,

2013).

Durante o exercicio extenuante, ou seja, o exercicio com alta demanda fisica e
metabodlica, elevam-se os niveis de hormonios relacionados ao estresse (por exemplo, cortisol
e catecolaminas), o que causa depressao temporaria de varios aspectos relacionados a funcao
imunoldgica (por exemplo, estresse oxidativo em neutrofilos e proliferacdo de linfocitos).
Esse efeito pode durar cerca de 3 - 24 horas apo6s o exercicio, dependendo da intensidade e
duracdo da sessdo de exercicios (Gleeson & Bishop, 1999). Por muito tempo, acreditou-se que
a inflamagao representava um quadro deletério e prejudicial pelo seu componente catabolico,
pela exacerbacdo inicial do dano muscular ou ainda pela imunossupressdo transitoria
observada apds os processos de leucocitose (Tidball, 2011; Turner & Badylak, 2012).
Todavia, quando relacionada a pratica esportiva regular e sistematizada, a inflamagdo ¢
considerada um processo necessario com muitos beneficios, uma vez que em conjunto com a
acdo de hormodnios e outras proteinas sinalizadoras ¢ responsavel pela regeneracao e reparo

das estruturas danificadas (Da Silva & Macedo, 2011).

Atletas de futebol de elite apds jogos e sessdes de treinamento podem sofrer
microlesdes musculares, as quais geram ruptura das barreiras do sistema imune inato ¢ podem
desencadear uma resposta inflamatéria como mecanismo de defesa durante as primeiras fases

do processo de reparo tecidual (Proske & Allen, 2005; Da Silva & Macedo, 2011; Cheng et
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al., 2020). Esse processo pode ser dividido em cinco fases: 1) degeneracdo; 2) inflamagao; 3)

regeneragdo; 4) maturagdo e 5) recuperacao funcional (Forcina ef al., 2020).

A fase de degeneracdo ¢ marcada pela necrose miofibrilar e pela expressao de
marcadores associados aos padrdes moleculares de dano muscular (por exemplo,
extravasamento de CK, influxo de célcio e outras altera¢des relacionadas as alteragdes na
maquinaria celular) (Forcina ef al., 2019; Forcina et al., 2020). Enquanto a fase de inflamagao
tem como principais caracteristicas a leucocitose (elevacao da expressao e mobilizacdo de
neutrofilos e macrofagos, principalmente) e ativagdo de citocinas pro-inflamatorias (como a
interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNFa)) (Da Silva & Macedo, 2011;
Forcina et al., 2020).

As trés fazes seguintes, possuem caracteristicas mais anabolicas. A fase de
regeneragdo ¢ marcada pelo aumento na atividade de células miogénicas, seguida da fase de
maturacdo que ¢ caracterizada pela remodelagem do tecido identificada pelo aumento das
fibras musculares, dos vasos sanguineos e reconstrucao da matriz extracelular (Forcina et al.,
2019; Forcina et al., 2020). No final desse processo, durante a fase de recuperacao funcional,
observa-se a reconstituicdo de conexdes neurais e a recuperagdo de pardmetros de

desempenho, como niveis de produgdo de for¢a (Forcina et al., 2020).

O IGF-1 parece estar relacionado com o reparo tecidual, por seu papel em modular
processos como ativagdo, diferenciacdo e proliferacdo de células satélites (Adams, 2002;
Forcina et al., 2020). As células satélites sdo as células tronco mononucleadas do musculo e
estdo localizadas na superficie externa da fibra muscular, entre a 1dmina basal e o sarcolema.
Normalmente essas células ficam em repouso e sdo ativadas ap6s o dano tecidual (Grobler et
al., 2004). Estudos realizados a nivel celular envolvendo a andlise de células satélites,
observaram que a ligagdo de IGF-1 com seu receptor pode iniciar cascatas de sinalizagdo
intracelular para respostas mitogénicas e miogénicas (Adams, 2002; Gerlinger-Romero et al.,
2013). E possivel que citocinas pro-inflamatérias interfiram na diferenciacio de células
satélites, acelerando a degradacdo da proteina muscular, inibindo a sintese de proteinas
musculares, levando a reducdo de massa muscular e da for¢ca (Baumert et al., 2016). Isso
poderia resultar em um reparo tecidual mais lento e reducdo nas adaptagdes musculo

esqueléticas decorrentes do exercicio (Peake, et al. 2010).

Juntamente com a resposta local, descrita acima, ocorre uma resposta inflamatoria

sistémica, chamada de fase aguda da inflamag¢do (Da Silva & Macedo, 2011). O objetivo da



24

resposta de fase aguda ¢ ajustar a homeostase para o reparo tecidual. Uma das respostas mais
importantes e estudadas da fase aguda envolve o aumento na sintese hepatica, com
consequente aumento na corrente sanguinea, das chamadas proteinas de fase aguda, das quais,
destaca-se a proteina C-reativa (PCR). No cenario esportivo, mais especificamente no cenario
do futebol de elite, a PCR tem sido utilizada como forma de compreender e avaliar a
magnitude da fase inflamatodria que ocorre apds a degeneragdo muscular causada pelo estresse
fisiologico imposto em treinos e partidas (Ispirlidis et al., 2008; Ascensdo et al., 2011;

Bezerra et al., 2016).

1.2 Genética

A identificagdo da estrutura do 4cido desoxirribonucléico (DNA), por James Watson e
Francis Crick ocorreu em 1953 e o rapido avango das técnicas de biologia molecular tornaram
possivel a identificacdo de sequéncias variantes no DNA de genes especificos, relacionando a
heterogeneidade génica a diferentes fenotipos (Waston & Circk 1953; Wolfarth et al., 2005).
O DNA ¢ definido como uma molécula extensa composta por diversos nucleotideos,
formados por um fosfato, uma pentose e uma base nitrogenada. As bases nitrogenadas podem
ser de dois tipos: 1) purina (adenina (A) e guanina (G)) ou 2) pirimidina (citosina (C) e timina
(T)). Os nucleotideos de uma fita formam pares com os nucleotideos de outra fita, esses pares
sao formados através das ligagdes entre as bases nitrogenadas (Adenina forma par com a
Timina e a Guanina forma par com Citosina), e sdo denominados pares de bases (Cox et al.,
2012). O DNA humano possui aproximadamente 3,2 bilhdes de pares de bases divididos em
cerca de 20-25 mil genes. Apds transcrita, a sequéncia de nucleotideos de cada gene ¢

traduzida em uma sequéncia polipeptidica, dando origem a uma proteina especifica.

O genoma humano possui aproximadamente 10 milhdes de polimorfismos de

nucleotideo simples (SNPs — single nucleotide polymorphisms) (Rankinem et al.,
2010). O polimorfismo ¢ descrito como alteragdes ou mutacdes na sequéncia de DNA que
modificam a funcdo ou a expressao de uma proteina, ocorrendo na populacao com frequéncia
igual ou superior a 1% e podem auxiliar na evoluc¢do e até mesmo no desempenho fisico dos
individuos. Entretanto, nem todos os SNPs sdo reconhecidos como funcionais, ou seja, nem
todos tem potencial em afetar a expressao de um gene ou a fungdo da proteina codificada por
um gene mutante. Sendo assim, dentre as quase 10 milhdes de variantes genéticas existentes,

apenas uma parcela delas poderia influenciar um fenotipo especifico (Rebbeck et al., 2004).
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As primeiras evidéncias das influéncias do perfil genético sobre fenotipos relacionados
a capacidade fisica foram derivadas de estudos realizados com gémeos, entre os anos 70 ¢ 90
(Bouchard et al., 1986). Além disso, muitas publicagdes baseadas nos resultados de estudos
com gémeos ¢ familiares (Heritage), realizados na década de 90, reforcaram a constatacao de
que uma fragdo significativa de variagdo em certas caracteristicas de desempenho esportivo
depende do perfil genético (Bouchard & Malina, 2014). A proporcao herdada que explica a
variacdo no desempenho como capacidade de producdo de forga, VO2max e outras
caracteristicas fisioldgicas foram estimados em aproximadamente 50% (Ehlert et al., 2013),
podendo chegar até 70% dependendo da modalidade esportiva (Ahmetov & Fedotovska,
2015).

As diferencas genéticas baseadas em polimorfismos, com potencial em afetar a aptidao
e o desempenho fisico humano, comecaram a ser investigadas nos anos de 1990 (Rankinen et
al., 2001). Atualmente, existem cerca de 220 genes que estdo associados com fenotipos de
desempenho fisico humano (Ahmetov et al., 2022). Fatores ambientais como dieta e
exercicio, ttm um papel importante no desenvolvimento da fungdo e morfologia do musculo
esquelético, no entanto, esses fatores sozinhos ndo conseguem explicar por completo as
variagoes nos fenotipos relacionados a performance fisica e adaptagcdes musculoesqueléticas.
Devido a ampla utilizagdo da genotipagem, um elevado nimero de estudos avaliando
variantes génicas candidatas foram publicados, relatando em grande parte, associagdes com o
status de atleta de elite. Dessa forma, atualmente se tem indicativos que uma parte importante
das variagdes de fenotipos relacionados a performance podem ser explicadas, em parte, por

fatores genéticos (Baumert et al., 2019; Ahmetov et al., 2022).

SNPs de genes que codificam proteinas especificas na unidade musculo-tendao (como
o SNP ACTN3 R577X), exercem influéncia na capacidade de recuperagdo apoOs exercicios
extenuantes, influenciando assim o risco de lesdo (Baumert et al., 2016; Seto et al., 2021).
Isto pode ser particularmente relevante em grupos de atletas de elite, que sdo conhecidos por
terem perfis genéticos diferentes em comparacdo com a populacdo em geral (Yang et al.,
2003). Portanto, o exercicio pode ser uma variavel a ser controlada nas pesquisas sobre os
efeitos genéticos em determinados fendtipos. Outra forma de se analisar a interagdo entre
fatores genéticos e ambientais ¢ comparar a diferenca de resposta entre determinados
genotipos, pois a resposta ao exercicio € altamente variavel entre os individuos, o que também
pode ser mediado por variagdes genéticas (Bray, 2000). Portanto, além de influenciar

diretamente nos fendtipos relacionados a performance fisica como capacidade de geragao de
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forca, velocidade, poténcia e consumo de oxigénio, € reconhecido que fatores genéticos
podem interferir nas respostas inflamatdrias decorrentes da pratica esportiva (Brutsaert &

Parra, 2006; Ahmetov et al., 2015; Baumert ef al., 2016; Baumert ef al., 2019).

Diferencas na atividade génica especifica de alguns SNPs, resultam em diferentes
expressdes de diversas proteinas envolvidas na cascata inflamatoria, o que pode influenciar a
suscetibilidade ao dano muscular induzido pelo exercicio (Seto ef al., 2011; Baumert et al.,
2016). Individuos que apresentam alta resposta inflamatoria induzida pelo exercicio podem
ter uma maior predisposi¢ao a lesdes (Kibler ef al., 1992; Clansey et al., 2012). Este principio
pode explicar em parte, a razdo pela qual atletas pertencentes a um elenco apesar de
possuirem rotinas de treinamento semelhantes, respondem com alto indice de lesdes
musculares induzidas pelo exercicio. Entretanto, como a grande maioria dos estudos que
investigam as associac¢des do perfil genético com fendtipos relacionados a pratica esportiva,
visam o desempenho fisico, muito pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos na
associacdo genética com as respostas inflamatdrias apds a pratica esportiva (Baumert ef al.,

2019; Ahmetov et al., 2022).

Os resultados documentados na literatura ainda sdo controversos e inconclusivos em
relacdo as associagdes de SNPs com fendtipos relacionados ao processo inflamatdrio,
especialmente ao considerarmos a populagdo de atletas de alto rendimento (Dennis et al.,
2004; Chen et al., 2009; Karimi et al., 2009; Yamin et al., 2009; Cauci et al., 2010; Deuster et
al., 2013). Possivelmente, essas divergéncias ocorrem por diferencas nos protocolos de
exercicio, além das diferencas culturais e étnicas das amostras dos estudos, juntamente com
interagdes entre fatores genéticos e ambientais. E importante destacar que grande parte dos
estudos atuais, tém demonstrado que a avaliagdo isolada de um SNP, sem considerar sua
interacdo com genotipos de outros mediadores, pode conduzir a interpretacdes equivocadas,
uma vez que a a¢ao combinada de variagdes genéticas pode resultar em efeitos diferenciados
(Baumert et al., 2016; Larruskain et al., 2018; Baumert et al., 2019; Seto et al., 2021).
Portanto, os estudos de associagdes de fatores genéticos com respostas inflamatorias, devem
buscar também, avaliagdes mais amplas no contexto gendmico, possibilitando assim,

melhores interpretacdes a respeito dessas associagoes.

1.3 Justificativa

Fatores genéticos tém recebido destaque por sua suposta influéncia no metabolismo,

na modulagdo do processo inflamatodrio e no remodelamento muscular resultando em distintos
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niveis de forca, poténcia, resisténcia aerdbica e fadiga (Baumert et al., 2016; Larruskain et al.,
2018). E importante ressaltar que multiplos fatores ambientais, fisiologicos e psicologicos
influenciam na formagdo do atleta (Kambouris et al., 2014). Porém, entre os esportistas do
mais alto nivel competitivo (pertencentes as mesmas modalidades), onde o meio que estdo
inseridos ¢ muito semelhante, pode ser que o perfil gendmico caracteristico da variacao
interindividual seja um fator de diferenciagdo entre as repostas inflamatorias dos atletas. Além
disso, embora a genitipagem nunca seja progndstica ou preditiva, ela pode ser uma peca
importante do modelo de lesao multifatorial, ou seja, a informacao genética pode ser utilizada
em conjunto com todos os demais fatores de risco para identificar aqueles atletas com alto
risco de lesdo e individualizar estratégias preventivas, incluindo o controle de carga (Collins
et al., 2015; Bahr, 2016). Dessa forma, o estudo ¢ o entendimento da influéncia de fatores
genéticos sobre as respostas inflamatdrias de atletas de futebol podem auxiliar na prescri¢do
de carga para eles, maximizando o processo de recuperagdo, reduzindo assim o risco de

lesoes.

2 OBJETIVOS

2.3 Objetivo geral
Identificar possiveis associagdes do perfil genético com a magnitude das respostas
inflamatorias apds um treinamento com predominancia de agdes excéntricas em atletas de

futebol brasileiros.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar as respostas inflamatorias resultantes de um treinamento com predominéncia
de agdes excéntricas e sua relagdo com a expressao do gene ACTN3 em atletas de
futebol.

e Verificar se hd diferencas significativas através de varidncia molecular entre a
populacdo estudada e outra coorte de atletas de futebol.

e Verificar a capacidade de replicagcdo de resultados envolvendo SNPs em populagao
semelhante a ja publicadas anteriormente.

e Investigar individualmente e de maneira combinada, a associacdo de polimorfismos
previamente associados com a imunologia e fisiologia do exercicio com fenotipos

imunolégicos, bioquimicos e hematologicos em jogadores de futebol.
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2.3 Organizagao do Estudo
Esse trabalho consistiu no desenvolvimento de estudos que serdo apresentadas em

formatos de artigos, com introdugdo, método, resultados e discussao na seguinte
ordem:

Estudo 1. O genotipo ACTN3 e a sua influéncia nas respostas inflamatorias em jogadores de

futebol.

*Artigo sera submetido no periddico Journal of Strength and Conditioning Research (Qualis

Al)

Estudo 2. Replicando resultados usando a abordagem Population-Genetics baseada no banco

de dados 71000 Genomes e em outro grupo de jogadores de futebol de elite.

“Replicating results using Population-Genetics Approach Based on the 1000 Genomes

Database and another Elite Soccer Players.”
* Carta ao editor foi publicada na revista Genes (Qualis A1)

Estudo 3. Perfil poligénico e a magnitude das respostas inflamatérias em jogadores de

futebol. *Artigo serd submetido no periodico Biology os Sport (Qualis A2)
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Estudo 1 - O genotipo ACTN3 e a sua influéncia nas respostas inflamatorias em
jogadores de futebol.
*Artigo sera submetido no periddico Journal of Strength and Conditioning Research (Qualis

Al)

https://journals.lww.com/nsca-jscr/pages/default.aspx

Resumo

O objetivo deste estudo foi identificar a resposta inflamatoria ap6s uma sessdo de treinamento
especifico para futebolistas e sua relacdo com a expressao génica da alfa-actina-3 (ACTN3),
considerando que individuos que carregam o alelo R produzem alfa-actina-3 que fornece
maior forca e poténcia muscular. A amostra foi composta por 47 atletas de futebol do sexo
masculino da categoria sub-20 que foram divididos em dois grupos RR/RX (N=39) e XX
(N=8). Foram coletadas amostras de sangue nos momentos Pré, 3, 24 ¢ 48 horas apds uma
sessdo de treinamento com predominancia de agdes excéntricas para obtengdo do DNA e
avaliar as respostas inflamatorias (hemograma, CK, PCR, TNFa, IL-6 e do IGF-1).
Neutrofilos e mondcitos aumentaram significativamente 3 horas apds o treinamento em
ambos os grupos e foi maior no grupo XX em compara¢do com o grupo RR/RX (p=0,01). As
concentragdes de TNFo aumentaram significativamente 3 horas apds o treinamento em ambos
os grupos e foi maior no grupo XX em comparacdo com o grupo RR/RX (p=0,01). A IL-6 foi
significativamente maior 3 horas apos o treinamento somente no grupo RR/RX (p<0,01). As
concentracoes de IGF-1 no grupo RR/RX foram maiores em relacdo ao grupo XX nos
momentos 24 e 48 horas apds o treinamento. Os resultados sugerem que individuos XX
podem apresentar maior atividade fagocitaria indicando um possivel prolongamento da fase
aguda inflamatoria. Concluimos que o perfil genotipico para o SNP ACTN3 R577X, pode ser
levado em conta na distribui¢do da carga de treinamento e na elaboracdo de estratégias de

recuperacdo dos atletas.

Palavras-chave: Polimorfismo, ACTN3, Futebol, Respostas inflamatorias.
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Introducio

O futebol ¢ um esporte caracterizado por acdes intermitentes de alta intensidade e
curta duracao tais como saltos, aceleragdes, desaceleragdes e mudancgas de direcao (65). Essas
acdes, sdo intercaladas com breves periodos de recuperagdo (4,25) e demandam grande
geracdo de forca excéntrica, que por sua vez, estd relacionada com alteragcdes morfofuncionais
do aparato muscular (42), resultando em aumento do dano muscular e das respostas
inflamatoérias. Tais fendOmenos, sdo caracterizados por alteragdes hormonais, elevacao das
concentragdes séricas de proteinas contrateis e de diversas citocinas que sdo as principais
responsaveis pela coordenagdo, amplificagdo e regulacao da magnitude e duragdo dos eventos
inflamatorios (12,15,25). Estudos recentes demostraram que fatores genéticos tém uma grande
influéncia nao s6 sobre componentes do desempenho atlético, mas também na ativacdo e

resolugdo da inflamacdo, na regeneracdo do tecido muscular e outros fendtipos

(1,5,12,15,30,74).

North et al. (41), identificaram no gene a-actinina 3 (ACTN3), a mudanca do
nucleotideo C para T na posi¢cdo 1,747 do exon 16, ou seja, uma mutacdao resultante na
conversao do aminoacido arginina em um stop-codon prematuro no residuo 577 (R577X)
(58). A variante R577X resulta em duas versoes do gene ACTN3 em humanos, um alelo R
funcional e um outro nulo X. Os individuos homozigotos para o alelo X (gendtipo XX) sdo
incapazes de expressar o-actinina-3 nas fibras musculares do tipo II, em oposi¢ao aos
individuos com genotipos RX ou RR (31,34). Curiosamente, os individuos com o genotipo
ACTN3 XX compensam a deficiéncia de a-actinina-3 com uma expressdao superior de o-

actinina-2 (59).

Embora as isoformas a-actinina-2 e a-actinina-3 sejam quase idénticas em estrutura,
diferencas sutis na interacdo com outras proteinas podem ter um efeito crucial tanto no disco
Z como em todo o sarcomero (8,31). Estudos apontam, que a auséncia da expressdo ACTN3
resulta em diferencas na funcdo do musculo esquelético, incluindo menor for¢ca muscular,
sugerindo que a compensagdo pelo ACTN2 nao ¢ completa em extremos do desempenho
fisico. Ainda que a deficiéncia de a-actinina-3 ndo represente nenhuma doenca muscular,
evidéncias atuais sugerem que esse fendomeno pode afetar a fisiologia muscular em atletas,
individuos saudaveis e em algumas populagdes clinicas (3,9,48,61). A frequéncia deste
polimorfismo € comum em humanos e globalmente, estima-se que ~16% da populagdo

mundial, sdo do gendtipo ACTN3 577XX e, portanto, deficiente em a-actinina-3 (3,61).
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Através do aumento das concentragoes de biomarcadores inflamatorios durante as
atividades de forca e poténcia, estudos sugerem que individuos que nao expressam alfa-
actinina-3, sofrem maiores taxas de microlesdes, em comparagao aos individuos que
expressam o genotipo ACTN3-RR/RX (12,50,51). Entende-se atualmente que em atividades
envolvendo for¢a e poténcia, individuos que carregam o alelo R (RX, RR), teriam melhor
desempenho, resultando em maiores taxas de atividade muscular apdés o micro trauma
tecidual. Nesse contexto, identificar respostas inflamatdrias distintas apos um treinamento de
alta demanda fisica e associd-las a diferentes perfis genéticos pode ser util na determinagao de
diferentes estratégias de recuperacdo e na elabora¢do de métodos de treinamento com a
individualizagdo da carga imposta aos atletas (27). Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar
as respostas inflamatorias resultantes de um treinamento com predominancia de agdes

excéntricas e sua relacdo com a expressdao do gene ACTN3 em atletas de futebol.

Métodos

Cuidados éticos

Esse estudo respeitou todas as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Saude
(Resolugao 466/12) envolvendo pesquisas com seres humanos e foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (69253417.1.0000.5149). Todos os procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa foram devidamente repassados aos voluntdrios anteriormente a sua

assinatura do termo de consentimento para a participacao no estudo.
Amostra

A amostra foi composta por 47 atletas de futebol do sexo masculino da categoria sub-
20 e com pelo menos 6 anos de experiéncia em treinamentos sistematizados de futebol. Os
atletas fazem parte de clubes da primeira divisdo do futebol brasileiro e disputam competi¢des

organizadas e/ou reconhecidas pela Confederacio Brasileira de Futebol (CBF).
Procedimentos

O estudo foi realizado na terceira semana da pré-temporada dos times participantes.
Essa escolha foi feita para que os atletas estejam com condicionamento fisico equalizado e
para que ndo haja uma possivel resposta inflamatdria muito discrepante da situacdo real em

caso de atletas em destreinamento em fun¢do do periodo de férias anterior ao estudo.
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No primeiro dia do estudo para caracterizar as amostras, os sujeitos foram submetidos
a uma avalia¢do fisica, na qual a massa corporal, altura e dobras cutdneas foram medidas para
calcular o percentual de gordura (26). No mesmo dia foi realizado a primeira coleta sanguinea
que foi utilizada para a extracdo do DNA gendmico. Os valores maximos de consumo de
oxigénio (VO2max) foram obtidos através de uma avaliagdo realizada duas semanas antes do
inicio do estudo utilizando o teste de campo YoYo Endurance Test nivel 2 (4). Os sujeitos
foram genotipados para o gene do ACTN3 e depois divididos em grupos de acordo com seu

genotipo (Tabela 1).

Tabela 1- Caracteristica da Amostra

Variaveis RR/RX (39) XX (8) p

Idade (Anos) 19+1 18+ 1 0,985
Peso (kg) 752 +73 72,3+5,9 0,174

Estatura (cm) 177,1£6,6 1757+4,5 0451

Percentual Gord
(%)
VO2 max
(mL.kg.-1.min-1)

103£1,1 82+1,7 0,144

563+4,1 587+3,5 0,087

Legenda: Os dados estdo apresentados em X + DP.

Ap0s a caracterizagdo da amostra, no segundo dia do estudo, foi realizada a segunda
coleta de sangue para a obtengdo do base line dos biomarcadores inflamatdrios e apoés uma
hora, deu-se inicio a sessdo de treinamento. Ainda no segundo dia do estudo, trés horas apds o
treinamento, foi realizada a terceira coleta sanguinea para analise dos biomarcadores. A
quarta coleta de amostras de sangue foi realizada no dia seguinte (dia 3), 24 horas apds o
término da sessdo de treinamento. Finalmente, 48 horas ap6s o treinamento (dia 4), a quarta e

ultima amostra de sangue foi coletada.

Durante o estudo, desde os procedimentos de caracterizagdo da amostra até o
momento 48 horas apds a sessdo de treinamento, os sujeitos foram acomodados nas
instalagcdes do clube, onde todas as refeigdes seguiram a orientagdo de um nutricionista
esportivo. Os participantes ndo estavam tomando nenhum medicamento ou suplemento
dietético com agdo anti-inflamatoria por pelo menos 2 semanas antes do estudo. Atletas aptos
a realizarem o treinamento, mas ainda em processo de recuperacdo de lesdes recentes foram

excluidos da amostra, pois esses sdo constantemente submetidos a tratamentos e protocolos de
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recuperagdo que alteram as respostas inflamatoérias. A figura 1 ilustra o desenho experimental

do presente estudo.

Figura 1- Desenho Experimental
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Fonte: Elaboracao propria.

Protocolo de treinamento

Os sujeitos estavam familiarizados com o treinamento proposto (50), mas ndo
realizavam estes tipos de exercicios pelo menos 1 més antes do estudo, embora estivessem
treinando regularmente durante 2 semanas, tendo participado de pelo menos 7 sessdes de
treinamento por semana, realizando tanto exercicios cardiovasculares quanto de resisténcia.
Apos os exercicios de aquecimento, os atletas foram divididos aleatoriamente e fizeram, por
duas vezes, um circuito composto por cinco estacdes com exercicios intermitentes
combinando saltos, mudancas de dire¢do, aceleragdes e desaceleracdes. A permanéncia em
cada estacdo tinha a duracdo de 3 minutos com intervalos de 30 segundos para a mudancga da
estacdo. As atividades eram realizadas em velocidade maxima e acompanhadas de incentivos
verbais por parte dos treinadores. O tempo total de duracdo do treinamento foi de 45 minutos.
A analise da carga da sessdo de treinamento foi realizada pelo registro da frequéncia cardiaca
(FC) e outras variaveis como a distancia total percorrida e a¢des em alta intensidade. Essas
variaveis, foram registradas através de dispositivos de GPS integrados com a frequéncia
cardiaca da marca Polar (Polar Team Pro®, Finlandia). As condi¢cdes ambientais (temperatura

e umidade relativa do ar) de todo o treinamento foram registradas através do Termo-
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higrometro digital (Instrutherm® HT-260). Os dados referentes a demanda fisica da sessdo e

as condi¢des ambientais do treinamento estdo na Tabela 2.

Tabela 2 - Demanda Fisica e Condigdes Ambientais da Sessdo de Treinamento.

Variaveis RR/RX XX p
Distancia (m) 3,102 £ 166,2 3,233+ 154,6 0,881
Distancia em alta intensidade 160,6 + 37,3 1776+ 246 0,624

(> 21 km/h) (m)
Sprints 20+5 18+4 0,998
Aceleracdo em alta intensidade 61+7 59+8 0,098
(>3 m/s?)

Desaceleragéesem alta 54 +9 567 0,711

intensidade (>3 m/s?)

Total de agdes em alta 137 £ 17 135+ 23 0,520
intensidade
% FC 79,8134 80,3+5,2 0,474
Temperatura (°C) 26° - -
Umidade relativa do ar (%) 66% - -

Legenda: Os dados estdo apresentados em X + DP.

Coleta de amostras sanguineas

As coletas de sangue foram realizadas nos momentos de caracterizagdo da amostra,
pré-treino, 3, 24 e 48 horas ap0s o treinamento. Em cada coleta, foram colhidos de cada atleta
4mL de sangue em tubo EDTA (catdlogo: 454036 — Greiner®), e 24mL (seis tubos) de soro
(catalogo: 454071 — Greiner®). As amostras de EDTA foram refrigeradas a 4°C, e as

amostras soroldgicas foram centrifugadas a 3000 g por 10 minutos e refrigeradas a 4°C.
Andlises hematologicas e bioquimicas

Nas amostras colhidas em tubo EDTA foram realizadas as extragdes do DNA
gendmico e as analises hematologicas (hemograma). Nas amostras de soro foram realizadas as
andlises dos biomarcadores: creatinofosfoquinase (CK), proteina C reativa quantitativa de alta
sensibilidade (PCR), fator de necrose tumoral (TNFa), interleucina 6 (IL-6) e do fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1). O hemograma foi obtido por contagem
celular automatizada através de citometria de realizada pelo equipamento Série-XN® da

marca Roche (Roche Laboratdrios, Brasil). A CK foi mensurada através do método cinético
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ultravioleta e a PCR por turbidimetria, para ambos os métodos foi utilizado o analisador
Atellica® Solution (Siemens Healthineers, Brasil). As citocinas (TNFa e IL-6) ¢ o IGF-1
foram quantificados pelo analisador /mmulite® (Siemens Healthineers, Brasil) através dos

métodos de quimiluminescéncia e radioimunoensaio, respectivamente.

Genotipagem do SNP rs1815739 ACTN3 R577X

O DNA genomico foi extraido de 500 ul de sangue total usando um método de salting
out (MILLER et al., 1988) e a qualidade e integridade da amostra foram testadas por
espectrofotometria (Nanodrop, Thermo Fisher Scientific GE, MA, Estados Unidos). Para a
determinagdo do polimorfismo rs1815739 do gene ACTN3, o local de interesse no exon 16 do
gene foi amplificado a partir do DNA gendmico utilizando-se os seguintes primers
CACGATCAGTTCAAGGCAACA (forward), CCCTGGATGCCCATGATG (reverse) e
sondas moleculares Vic-CTGACCGAGAGCGA e Fam-AGGCTGACTGAGAGC (4pplied
Biosystems, MA, Estados Unidos) para a genotipagem dos alelos C e T respectivamente por
fluorescéncia. A presenga do alelo C permite a traducdo do residuo Arginina (R) e nesse
trabalho sera citado como alelo R. Assim como o alelo T impede a formagao do residuo na
mesma posicdo, truncando a proteina. Neste trabalho serd citado como alelo X. A
discriminacao de alelos foi realizada em um sistema de deteccdo de sequéncia gendmica
(StepOnePlus Real-Time PCR System, Applied Biosystems, MA, Estados Unidos) Em cada
pogo da placa de qPCR foram pipetados 10-15 ng de DNA (1 pL) além de 12,5 uL. de Master

mix para genotipagem (TagMan Genotyping Master Mix® - 2XX), 1,3 uL de primers e sondas

especificos (TagMan genotyping assay mix® - 20X) e 11,2 uL de agua livre de DNAse ¢
RNAse, totalizando para cada amostra, um volume final de 25 pL.. O processo de
amplificacdo iniciou-se com uma desnaturagdo a 95°C por 10 minutos seguido por 40 ciclos
de 94°C por 15 segundose 60 segundos a 60°C. Os alelos foram distinguidos por
discriminacao alélica a partir da relagdo entre as diferentes fluorescéncias geradas no software

StepOnePlus™ Software v2.3. (Figura. 2).
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Figura 2- Discriminag¢ao alélica no software StepOnePlus™ Software v2.3.
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Legenda: Em azul, observa-se homozigotos XX. Em vermelho homozigotos RR e em verde heterozigotos RX.

Estatistica

Os dados descritivos sdo apresentados como média + desvio padrdo (X = SD). A
normalidade de distribuicdo dos dados foi verificada através do teste Kolmogorov-Sminorv.
Para as variaveis com distribuicdo gaussiana, as comparagdes ao longo do tempo foram
realizadas utilizando uma andlise de varidncia de dois fatores (ANOVA two way), com
medidas repetidas sobre o segundo fator (Grupo x Momento), seguido pelo post-hoc de Tukey
quando apropriado. Para as varidveis que ndo apresentaram distribui¢do dentro da curva de
normalidade foi utilizado a analise de variancia para dados nao paramétricos (ANOVA type-
statistics), seguida do post-hoc de Dunn quando necessario (20). Para interpretar o tamanho
do efeito para as diferencas estatisticas da ANOVA foi utilizado o eta quadrado classificado
como pequeno (0.01 <72 < 0.06), médio (0.06 <n2 < 0.14) e grande (n 2 > 0.14) (13,29).
Todas as andlises foram realizadas utilizando o software Statistical Package for the Social
Sciences for Windows, versao 21. O nivel de significancia foi fixado em p < 0,05. Para a
analise envolvendo os genoétipos, os mesmos foram agrupados na forma de RR + RX em
funcdo de XX, de acordo com o modelo genético recessivo, onde o homozigoto mais
frequente ¢ agrupado com os heterozigotos e confrontados com o homozigoto menos

frequente.
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Resultados

As distribui¢des do genotipo ACTN3 estavam dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg
(p= 0,1037), e as frequéncias dos alelos foram 0,61 e 0,39 para os alelos R e X,

respectivamente.

Os marcadores sanguineos obtidos através do hemograma utilizados no presente
estudo estdo apresentados na figura 3. Houve interacdo significativa entre os genodtipos € a
atividade dos neutréfilos (Figura 3 a) e mondcitos (Figura 3 d) ao longo do tempo (F = 3,87, p
= 0,01, 02 = 0,17, F = 4,71, p < 0,01, n2 = 0,10, respectivamente). Foi observado efeito
significativo do tempo e dos gendtipos sobre as concentragdes de neutrdfilos (F = 16,45, p <
0,01, 12 =0,46; F = 6,8, p = 0,01, n2 = 0,14, respectivamente). No grupo RR/RX a atividade
dos neutroéfilos foi maior no momento 3 horas ap6s em relagdo aos demais momentos (p <
0,01) e para os atletas com gendtipo XX as concentragdes de neutr6filos no momento 3h apos
o treinamento também foram significativamente maiores em relagdo aos momentos Pré (p <
0,01), 24 (p < 0,01) e 48 horas (p=0,02) ap6s o treinamento. A atividade dos neutréfilos foi
significativamente mais elevada no grupo XX em comparagdo com grupo RR/RX no
momento 3 horas apos a sessdo de treinamento (p < 0,01) (Figura 3 a). Para os mondcitos, foi
observado efeito elevado do tempo (F = 8,71, p < 0,01, n2 = 0,17) e efeito moderado dos
genotipos (F =7,78, p=0,01,m2 = 0,06) sobre as suas concentragdes.

No grupo RR/RX as concentragdes dos monocitos foram maiores no momento 3 horas
apds em relagdo aos momentos Pré (p < 0,01) e 48 horas (p = 0,04) apos a sessdo de
treinamento. Para os atletas do grupo XX as concentragdes de monocitos no momento 3h apds
o treinamento foram significativamente maiores em relagao aos momentos Pré (p = 0,03), 24
(p =0,02) e 48 horas (p = 0,03) ap6s o treinamento. Com um comportamento semelhante aos
neutrofilos, a atividade dos monocitos foi significativamente mais elevada no grupo XX em
comparagdo com grupo RR/RX no momento 3 horas ap6s a sessdo de treinamento (p < 0,01)
(Figura 3 d). Os demais marcadores derivados do hemograma, linfocitos e CGB, ndo
apresentaram qualquer diferenca significativa entre os momentos ou entre os genotipos

(Figura 3 b e c, respectivamente).
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Figura 3- Concentra¢do de Neutréfilos, Linfocitos, contagem de globulos brancos (CGB), Mondcitos antes, 3,
24 e 48 horas ap0s a sessdo de treinamento.
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Os valores de CK estdo apresentados na figura 4. Nao houve interagdo significativa
entre os genotipos e a cinética das concentragdes de CK (F = 0,71, p = 0,55, n2 = 0,02). Foi
observado efeito significativo do tempo sobre as concentracdes sanguineas de CK (F = 7,66, p
< 0,01, n2 = 0,20). Os genotipos apresentaram efeito pequeno sobre os valores de CK (F =
2,02, p = 0,16, n2 = 0,02). No grupo RR/RX as concentragdes de CK foram maiores nos
momentos 3, 24 e 48 horas apos em relagdo ao momento Pré (p < 0,01) e para os atletas com
genotipo XX observou-se concentragdes de CK significativamente maiores no momento 48
horas apds o treinamento em compara¢do com o momento pré (p = 0,01). As concentragdes
séricas de CK foram significativamente menores no grupo XX no momento Pré (p = 0,04) em

comparagao ao grupo RR/RX, mostrando que os grupos estavam desequilibrados para a CK

antes da intervencao.
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Figura 4- Concentragdes de CK antes, 3, 24 ¢ 48 horas ap0s o treinamento.
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As concentragdes de PCR ndo apresentaram qualquer diferenca significativa entre os
momentos (p = 0,56) ou entre os dois grupos (p = 0,69) (Figura 5). Uma variagdo percentual
maior entre os momentos foi identificada no grupo XX, tendo a sua maior variagao observada
no momento 24 horas apds o treinamento (51% de aumento em relacdo ao momento Pré). Ja
para o grupo RR/RX a variagdo percentual entre os momentos foi menor tendo a maior
variagdo observada no momento 48 horas apods a sessdo de treinamento (9% de aumento em

relagdo ao momento Pré).

Figura 5- Concentra¢des de PCR antes, 3, 24 ¢ 48 horas apds a sessdo de treinamento.
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Houve interagdo significativa entre os gendtipos e a cinética de TNFa (F = 14.74, p <
0,01, n2 = 0,48). Houve um grande e significativo efeito do tempo (F = 7,19, p < 0,01, n2 =
0,31) e dos gendtipos (F = 13,21, p < 0,01, n2 = 0,30) sobre as concentragdes séricas de
TNFa. No grupo RR/RX, os valores para o momento 3h ap6s foram significativamente
maiores em relacdo aos momentos Pré, 24h e 48h apos (p < 0,01). Para o grupo XX, as
concentragdes de TNFa foram significativamente maiores no momento 3 h apés em relagao
aos momentos Pré (p = 0,019), 24h (p = 0,039) e 48h apos (p = 0,046) e os valores no
momento 24h permaneceram significativamente mais em elevados em relagdo ao momento
Pré (p = 0,012). Na comparagdo entre os genotipos, os valores de TNFa foram mais elevados
no grupo XX quando comparado ao grupo RR/RX nos momentos 3h (p <0,01) e 24h ap6s (p
<0,01) (Figura 6).

Figura 6- Concentra¢des de TNFa antes, 3, 24 ¢ 48 apos a sessdo de treinamento.
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¥Diferencgas em relacdo ao momento 3h. Os dados estdo apresentados em X + DP.

Nao houve interagdo significativa entre os gendtipos e as concentragdes de IL-6 ao
longo do tempo (F = 1,72, p = 0,17, n2 = 0,05). Foi observado um efeito moderado do tempo
sobre as concentragdes de IL-6 (F =3,42, p = 0,02, n2 = 0,10). Os genotipos apresentaram
efeito elevado sobre os valores de IL-6 (F = 6,13, p = 0,02, n2 = 0,16). No grupo RR/RX, os
valores para o momento 3 horas apds foram significativamente maiores em relacdo aos
momentos Pre, 24 e 48 horas ap6s o treinamento (p < 0.01). Os atletas com gendtipo XX, ndo
apresentaram diferengas significativas entre os momentos. Entre os gendtipos, as
concentragdes de IL-6 foram significativamente mais elevadas no grupo RR/RX em relacao

ao grupo XX nos momentos Pré (p <0,01) e 3h ap6s (p <0,01) (Figura 7).
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Figura 7- Concentracdes de IL-6 antes, 3, 24 e 48 horas apds a sessdo de treinamento.
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Em relagdo as concentragdes de IGF-1, ndo houve interagdo significativa entre os
genotipos e a sua cinética (F = 0,39, p = 0,76, n2 = 0,01). Foi observado efeito elevado do
tempo sobre as concentragdes de IGF-1 (F = 5,74, p < 0,01 n2 = 0,15). O fator gendtipo
apresentou efeito moderado sobre os valores de IGF-1 (F = 5,93, p < 0,02, n2 = 0,11). No
grupo RR/RX, as concentragdes de IGF-1 nos momentos 3, 24 ¢ 48h apo6s foram
significativamente maiores em relagdo ao momento Pré (p < 0,01). Os atletas com gendtipo
XX, também apresentaram valores significativamente maiores nos momentos 3 (p = 0,02), 24
(p = 0,04) e 48h apds (p = 0,02) em relacido ao momento Pré. Na comparagdo entre os
genotipos, as concentragdes de IGF-1 foram significativamente mais elevadas no grupo
RR/RX em rela¢do ao grupo XX nos momentos 24 (p < 0,01) e 48h apds (p = 0,01) (Figura
8).

Figura 8- Concentracdes de IGF-1 antes, 3, 24 e 48 horas apds a sessdo de treinamento.
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Legenda: *Diferengas entre gendtipos no mesmo momento. #Diferencas em relagdo ao momento Pré. Os dados

estdo apresentados em média X + DP.

Um resumo dos resultados aqui apresentados, referentes a todos os biomarcadores
analisados nesse estudo e suas respectivas associagdes com os gendtipos para o SNP ACTN3

rs1815739, estd exposto na tabela 3.

Tabela 3- Associa¢des Entre Biomarcadores ¢ os Gendtipos para o SNP ACTN3 rs1815739.

Pre 3h 24h 48h ,hTteragaO N2 Tempo 12 Genodtipo p (RR/RX x XX)
RR/RX XX  RR/RX XX RR/RX XX RR/RX XX (gondtipo x tempo)
Neutrofilos 2598 2423 3523 5371 2540 3133 2598 3032 <0,01 0,46 0,14 <0,01"
Linfocitos 1593 2010 1785 1949 1690 2106 1660 1961 0,54 0,02 0,01 >0,05
CGB 471 5157 6054 7212 4743 5744 5739 5938 0,82 0,03 0,02 >0,05
Monécitos 335 341 396 698 374 408 340 361 <0,01 0,17 0,06 <0,01"
CK 233 121 354 235 409 380 358 272 0,55 0,2 0,02 >0,05
PCR 13 08 13 1, 13 13 14 09 0,69 0,01 0,01 >0,05
TNFo 0,6 0,8 10 16 06 1,1 07 08 <0,01 0,31 0,3 <0,01**
IL-6 28 21 42 28 33 25 30 28 0,17 0,1 0,16 <0,01°"
IGF-1 83 57 146 113 126 9.2 16,5 10,6 0,39 0,15 0,11 <0,01*'

Legenda: CGB = contagem de globulos brancos. *Diferengas entre os genotipos no momento Pré. #Diferengas
entre os genotipos no momento 3 h. ¥Diferengas entre os gendtipos no momento 24 h. fDiferenca entre os
gendtipos no momento 48 h.

Discussao

E bem estabelecido que exercicios com ag¢des musculares predominantemente
excéntricas configuram como um dos maiores gatilhos para se desencadear dano muscular e
consequentemente elevar respostas inflamatdrias. Os resultados aqui encontrados, mostraram
que tanto a cinética quanto as concentragdes sanguineas de biomarcadores inflamatorios
podem variar em funcdo dos gendtipos para o gene ACTN3. Ou seja, além de seu papel

estabelecido na estrutura muscular e no desempenho esportivo, potencialmente o
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polimorfismo ACTN3 R577X também modifica as adaptagdes ao treinamento e a recuperacao

apods o exercicio.

A expressao da proteina a-actinina-3 influencia diretamente a expressao dos principais
genes e vias associadas as adaptagdes musculares e respostas inflamatérias (60). Devido ao
papel do ACTN3 na funcdo do musculo esquelético, particularmente em relacdo as fibras do
tipo 2, individuos homozigotos para o alelo X, demonstrariam concentragdes sanguineas de
células do sistema imune mais elevadas em resposta ao exercicio excéntrico, em comparagao
com individuos que carregam pelo menos um alelo R. A auséncia da proteina gera uma maior
instabilidade mecanica, metabdlica e neural tendo como resposta a maior demanda
inflamatoria para uma mesma demanda externa (60). Na presente investigacdo, ndo foram
observadas diferencas significativas nas concentragcdes de linfocitos e CBG ao longo do
tempo e entre os gendtipos. Entretanto, individuos com o gendtipo XX apresentaram maiores
concentragdes de neutréfilos e monodcitos 3 horas apds a sessdo de treinamento em
comparagdo ao grupo RR/RX (p < 0,01). E importante ressaltar, que até o presente momento,
esse ¢ o primeiro estudo a verificar a relacdo de forma global, de células do sistema imune
como neutrdfilos, linfocitos, CGB e mondcitos com os gendtipos do polimorfismo rs1815739

no gene ACTN3, o que limita a discussao e torno desses resultados.

Os resultados aqui encontrados em relagdo aos linfécitos, corroboram com os achados
de Trecroci et al. (69) que ndao encontraram alteracdes nas concentragdes de linfocitos
imediatamente apds e 72 horas ap6s uma partida de futebol. Em contrapartida, os achados
relacionados a CGB ndo estdo de acordo com os mesmos autores que identificaram alteragdes
significativas na CGB imediatamente apo6s a partida (60). Essas discrepancias podem estar
relacionadas as diferencas nos momentos de coleta dos estudos e na diferenga dos estimulos
propostos para gerar aumento nas respostas inflamatdrias (jogo x treino especifico com

predominancia de agdes excéntricas).

Em exercicios de alta intensidade e curta duracdo, ha uma tendéncia a se desenvolver
um quadro de leucocitose (aumento da CGB) proporcional a intensidade do exercicio e
imediatamente apos a atividade, ja foi descrito um aumento de 50% a 100% na CGB
circulantes na corrente sanguinea (22). Em contrapartida, ap6s 30 minutos de recuperagdo, foi
descrito também uma reducdo na CGB, que pode variar entre 30% e 50% dos niveis pré-
exercicio, refletindo uma leucopenia, que permanece por um periodo de 3 a 6 horas apos o
exercicio (54). Outros estudos apontam que de 4 a 6 horas apds o exercicio fisico, a CGB

retorna aos niveis pré-exercicio (21,23,40), corroborando com os achados da presente
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investigacdo. Possivelmente, os momentos de coleta aqui propostos, podem ndo terem sido

sensiveis para verificar alteracdes na CGB.

Nesse estudo, os resultados demostraram maiores concentragdes de neutréfilos para
ambos os grupos (RR/RX e XX) 3 horas apds o treinamento e retornam aos valores basais nas
24 horas seguintes a sessdo de treinamento. Beiter et al. (6), observaram aumentos na
liberacao de neutrofilos em individuos sedentarios saudaveis e treinados apds um protocolo de

60 minutos de exercicio de alta intensidade em um ciclo-ergometro.

Os neutroéfilos sdo um componente importante da resposta imune inata contra varios
patdgenos. Eles sdo uma das primeiras e mais abundantes populagdes celulares a alcangar o
local afetado apos infecgdes patogénicas ou outros estimulos inflamatorios (43). Neutrofilos
possuem basicamente propriedades duplas na resposta inata, a) atuam como agentes
antibacterianos e b) estdo envolvidos na magnitude da resposta inflamatoria. Além dos
patdgenos, alguns estudos sugerem que o exercicio intenso também pode gerar maior
liberacdo de neutréfilos (6). Uma alta e prolongada acdo netrofilica pode causar danos no
processo de cicatrizagdo do musculo ou retardar suas capacidades regenerativas (43). A
liberagdo elevada (ou remocdo ineficaz) dos neutrofilos apds treinamento, particularmente
quando combinada com um periodo de recuperacdo insuficiente, pode contribuir para
aumentar a suscetibilidade a infec¢des do trato respiratério superior, inflamacdo cronica,

danos excessivos a musculos/tecidos ou fadiga cronica em atletas (66).

Os resultados obtidos na presente investigacdo, apontam para um aumento
significativo da atividade dos mondcitos 3 horas apos a sessdo de treinamento em ambos os
grupos (RR/RX e XX) e os valores parecem retornar proximos aos valores basais 24 horas
apos o treino. Esses achados estdao de acordo com Trecroci ef al. (69), que em um estudo com
3 momentos de coleta (pré, poés e 72 horas ap6s uma partida de futebol), encontraram maior
atividade dos mondcitos logo apds a partida, os autores também relataram que as

concentragdes dos mondcitos retornavam aos valores basais 72 horas ap6s a intervengao.

O estresse gerado pelo exercicio fisico parece estimular a atividade dos monocitos
(16,45). Estudos apontam que o exercicio agudo provoca monocitose transitoria, decorrente
do aumento na concentracao de glicocorticoides, catecolaminas, prolactina, hormonios da
tireoide e PB-endorfinas (45,46). Os mondcitos sdo fagocitos mononucleares circulantes do
sistema imunoldgico inato e tém varias fungdes, tais como a fagocitose, reparo tecidual,

inativacdo de virus, preservacdo de antigenos e a secrecdo de citocinas anti e pro-
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inflamatoérias (36). Apds o dano tecidual, os mondcitos migram para o tecido lesionado e se
diferenciam em macréfagos ou células dendriticas (73). O efeito do treinamento fisico sobre a
funcdo do monoécito tem sido uma area de estudo relativamente ativa, No entanto os
resultados sdo bastante heterogéneos, devido aos distintos protocolos de exercicio proposto e

caracteristicas das amostras.

Nesse estudo, na comparagdo entre os genotipos, para uma mesma demanda de carga
externa observou-se maiores atividades dos neutr6filos e mondcitos em individuos com o
genotipo XX. Com isso, sugere-se possivelmente possibilidade de que atletas com esse
gendtipo apresentam maiores demandas de células do sistema imune o que pode estar
relacionado com uma fase aguda do processo inflamatério mais longa. Dessa forma, esses
atletas podem precisar de um controle de carga diferenciado afim de evitar um quadro de
acimulo de fadiga em fungdo de atividade inflamatéria por um periodo prolongado.
Considerando que as subpopulacdes de mondcitos se diferenciam em seus estagios
maturacionais € nas respostas inflamatorias, um dos fatores limitantes desse estudo, foi a
utilizacdo da contagem geral de mondcitos o que ndo nos possibilitou uma andlise mais
profunda a respeito das subpopulagdes mais estudadas como aqueles que expressam CD14 ou

mesmo CD16 (36,46,73).

Os resultados do presente estudo em relagdo a CK, estdo de acordo com os achados de
Coelho et al. (12) e Clarkson ef al. (11) que nao encontraram diferenga na predisposi¢cao em
direcdo ao dano muscular entre diferentes genotipos para o gene ACTN3. Por outro lado, este
estudo contradiz Vincent et al., (70) e Pimenta et al., (50) que identificaram maiores
concentragdes de CK apds atividades excéntricas em individuos homozigotos XX, sugerindo
um papel protetor do alelo R do polimorfismo estudado no gene ACTN3 no treinamento
excéntrico, gerando também uma melhor sinalizagdo no processo de reparo tecidual. A
variacdo entre os estudos deve-se provavelmente a heterogeneidade da populacdo genotipada,

e diferengas na prescri¢ao do exercicio.

No presente estudo, foi observado que individuos homozigotos para o alelo X
demonstraram atividade de CK em repouso significativamente mais baixa do que os
individuos que carregam pelo menos um alelo R (p = 0,04). E bem estabelecido na literatura
que a resposta das concentragdes de CK a atividade fisica ¢ influenciada por varios fatores
como sexo, raga, condicionamento fisico, volume de massa muscular e temperatura (5,50).
Como ndo avaliamos alguns desses fatores como a massa muscular, ¢ possivel que os

individuos do grupo XX tenham massa muscular baixa, o que poderia explicar a menor
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atividade sérica de repouso da CK. A falta de controle desses fatores pode ser considerada

uma limitagao do estudo.

As concentragdes de PCR nao diferiram entre os momentos para ambos 0s grupos
(RR/RX e XX) ou entre os genoétipos. Esses resultados diferem dos achados de Djarova et al.
(17), que encontraram relacdo do alelo R com concentragdes mais baixas de PCR em jovens
africanos jogadores de cricket. Entretanto, os dados aqui apresentados corroboram com
Kostrzewa-Nowak et al. (28), que também nado identificaram alteracdes significativas nas
concentragdes de PCR ap6s uma sessdo de corrida com duragdo de 60 minutos em jogadores

de futebol do sexo masculino.

Sessoes agudas de exercicio provocam um aumento nas concentragdes de proteinas de
fase aguda como a PCR. Entretanto, o treinamento fisico regular a longo prazo pode reduzir
as concentragdes basais de marcadores inflamatorios. Ha estudos que evidenciam que a
concentracdo plasmatica de PCR depende do nivel de atividade fisica (55,68). Esses dados
sugerem que a circulacdo do nivel sérico de PCR no sangue dos atletas pode estar diminuida
pois o condicionamento fisico pode conferir efeitos favoraveis sobre o perfil lipidico no
sangue, composi¢do corporal, metabolismo de insulina e pressdo arterial. Estes dados
poderiam explicar em parte, a falta de mudangas nas concentracdes sanguineas de PCR

encontradas nesse estudo.

Para individuos de ambos os grupos o pico de TNFa foi observado no momento 3
horas apos a sessdo de treinamento. A cinética aqui apresentada corrobora com os resultados
demostrados por Souglis et al. (63), que observaram o pico de TNFa apds uma partida de
futebol. Em contrapartida, os mesmos autores relataram que 24 horas apds o jogo, os valores
de TNFa retornaram aos valores basais, o que nao foi observado nesse estudo para os
individuos XX. Na presente investigacdo, individuos com gendtipo XX, apresentaram
concentragdes significativamente maiores em relacdo ao grupo RR/RX nos momentos 3 e 24
horas apos a sessdao de treinamento. Tiainen ef al. (67), mostraram que altos niveis de TNFa
no plasma estao associados a desempenho fisico reduzido em homens. Os receptores de TNF
(principalmente o rTNF-II) podem ainda, desencadear o gatilho para a apoptose. Entretanto, o

mecanismo que determinara qual efeito sera dominante ainda nao esta totalmente esclarecido.

Desta forma, o principal efeito fisiologico do TNF-a € promover a resposta imune por
meio do recrutamento de neutrdfilos e mondcitos para o local da infec¢do, além de ativa-los

(53). Foi descrito previamente que o TNFa elevado atenua a fusdo e diferenciagdo dos
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mioblastos o que pode prejudicar a regeneragdo do muscular (64). A expressdo local de TNFa
dentro do musculo esquelético ¢ significativamente elevada apds o exercicio (44). A citosina
TNFa esta associada a vias catabodlicas e supressao da sintese de proteinas no musculo
esquelético (32). Além disso, a infusdo de TNF em ratos levou a uma queda significativa nas
concentragdes de IGF-I, sugerindo uma influéncia negativa do TNFa no sistema IGF (33).
Com os dados apresentados na presente investigagdo, sugere-se que individuos com o
genotipo XX, apresentam maiores concentragdoes e expressao tardia de TNFa, o que pode

influenciar negativamente o processo de reparo tecidual.

A expressdo de IL-6 no grupo RR/RX foi maior quando comparada ao grupo XX.
Esse achado corrobora com os resultados apresentados por Pimenta et al. (50), que ap6s um
treinamento fisico com atletas de futebol profissional, identificou valores mais elevados de
IL-6 em individuos portadores do alelo R. Entretanto, esse resultado difere dos dados
mostrados por Vincent et al., (70) que observaram maiores concentragcdes de mRNA em IL-6
ap6és um teste excéntrico em individuos XX, quando comparado aos individuos
homozigoticos RR. Este comportamento poderia ser explicado pela alta demanda neural e
glicolitica em fun¢@o da habilidade mecanica em gerar acdes musculares de alta intensidade
nos individuos RR, o que por sua vez levaria a uma maior liberagdo de IL-6 para suprir a alta
demanda metabolica, promovendo o aumento da glicogenolise hepatica e da lipolise, que
aumentam a oferta de glicose, acidos graxos e glicerol, respectivamente, e contribuindo assim

com a manutenc¢do energética dos musculos e outros tecidos em atividade (18).

As citocinas estdo envolvidas na regulagdo da resposta imune durante a fase aguda da
inflamagao em resposta dano tecidual e atuam como mediadores das respostas inflamatorias e
no reparo tecidual. Inicialmente, o aumento da IL-6 foi considerado como uma resposta
inflamatoéria decorrente de danos nas células musculares. Entretanto, foi observado que outros
fatores como o volume, intensidade e tipo de contragdo muscular levam a um aumento da IL-
6 independente do dano muscular (47,59). Alguns estudos encontraram aumento nas
concentragdes de IL-6 apos partidas de futebol em atletas profissionais (25). Neste estudo,
principalmente para o grupo RR/RX, o pico de atividade da IL-6 foi identificado no momento
3 horas pos o exercicio com seus valores retornando aos niveis basais no momento 24 horas

pos, corroborando com outros achados na literatura (50,63).

O aumento das concentracdes de IGF-1, parece estar relacionado com agdes
excéntricas, de forma que as microlesdes nas células musculares possam ser um estimulo para

sua ativagdo (39). Os resultados encontrados nesse estudo, demostram que individuos RR/RX
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possuem maiores concentragdes de IGF-1 apds o exercicio. Ja individuos XX parecem
expressar menos IGF-1 apés o treinamento. Esses achados corroboram com a teoria
anteriormente citada da influéncia de altas concentracdes de TNFa na supressao do eixo IGF
(33). Na figura 8 ¢ possivel observar através dos valores absolutos de IGF-1 de ambos os
grupos, que apds um aumento mais expressivo nas 3 horas seguintes ao treinamento as
concentragdes de IGF-1 sofrem queda no momento 24 horas e voltam subir no momento 48
horas apos a sessdao de treinamento. Estudos apontam que uma resposta bifasica do IGF-1
pode ser apresentada de forma aguda e ter duragao de até 3 dias dependendo do estimulo (35).
A teoria bifasica do IGF-1 apoia-se em suas trés isoformas: fator de crescimento muscular
(MGF), IGF-1Ea e IGF-1Eb (expresso apenas em modelos animais) (35). Os estudos
desenvolvidos até o momento, indicam que os mecanismos fisioldgicos que agem sobre as
acoes distintas das isoformas de IGF-1 podem ser a sua funcionalidade, bem como as suas

respectivas vias de ativacao (10,14,35,62).

Por fim, o MGF, ¢ reconhecido por ser ativado em resposta ao exercicio, no proprio
tecido muscular e age de forma autdcrina e pardcrina (10). Enquanto o IGF-1Ea ¢ a isoforma
sintetizada no figado e sua agdo principal ¢ paracrina (62). A teoria bifasica aguda do IGF-1,
sugere que a resposta do MGF ¢ diferente da resposta do IGF-1Ea (35). Inicialmente, logo
apos o exercicio o IGF-1 se apresenta pela isoforma de MGF e nos dias seguintes, essa
apresentagdo ¢ feita pelo IGF-1Ea (35). A principal fungdo do MGF ¢é mitogénica (ativacao e
proliferagdo para o momento de regeneracdo muscular, reabastecimento do pool de células
satélites), enquanto o IGF-1Ea ¢ responsavel pela agdo miogénica (diferenciacao das células
satélites proliferadas) (35,62). Além de diferentes fun¢des, diferentes vias de sinalizag¢do estdo
associadas as respostas dessas isoformas. Nesse contexto, a proliferagdo celular ¢ mediada
principalmente pela via quinase RAS/RAF-1/MAPK quinase, enquanto a via de diferenciacao
¢ estimulada pela PI3 quinase/p70-S6 quinase (14). Os mecanismos exatos que geram a
inversdo da expressdo entre as isoformas de IGF-1 ainda ndo estdo claros. Mas sugere-se que
o proprio MGF se opde a diferencia¢do das células precursoras (35). Dessa forma, os niveis

de MGF diminuem, enquanto os niveis de IGF-1Ea aumentam.

Conclusio
Aparentemente, individuos com o genotipo XX apresentam respostas inflamatorias

mais elevadas e IGF-1 mais baixo do que os individuos portadores do alelo R (RR e RX). A
possivel atividade fagocitaria aumentada decorrente de maiores niveis séricos das células

estudadas em individuos XX sugere fase aguda inflamatoria prolongada e um relativo atraso



49

no reparo tecidual dos atletas XX em comparagdo com os individuos RR/RX. Com base na
hereditariedade e considerando o principio da individualidade bioldgica, ajustes na
distribuicdo da carga de treinamento, diferentes estratégias de recuperagdo podem ser
elaboradas com o objetivo de otimizar as adaptagdes ao treinamento. Entretanto, novos
estudos com amostra maior e talvez com mais momentos de coleta, se fazem necessarios para
confirmar as associacdes aqui encontradas e possibilitar melhor compreensao a respeito das
cinéticas dos biomarcadores sanguineos ¢ dos mecanismos fisiologicos envolvidos nessas

associagoes.

Aplicacgoes Praticas

Os resultados desta pesquisa, podem auxiliar na gestdo da carga de treinamento e
elaboracdo de estratégias de recuperagio.

Possivelmente, para sessdes com grande demanda fisica e predomindncia de acdes
excéntricas, individuos XX precisariam de um tempo de recuperacdo maior entre as sessoes
de treinamento e a distribuicdo do conteudo de treinamento por via diferenciada com o
objetivo de evitar o sobretreinamento e o surgimento de lesoes.

A carga de treinamento imposta aos atletas assim como os protocolos de recuperacao
aplicados podem levar em considera¢do o gendtipo para o ACTN3, pois, como observado,
existem diferencas nas respostas inflamatorias e de reparo tecidual entre individuos que

possuem o alelo R e homozigdticos XX.
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Estudo 2 - LETTER TO THE EDITOR: Replicating results using Population-Genetics
Approach Based on the 1000 Genomes Database and another Elite Soccer Players.

* Carta ao editor publicada no periddico Genes (Qualis A1)

https://www.mdpi.com/2073-4425/14/7/1446

Replication, validation, and confirmation are important aspects for the quality and
applicability of results from genetic association studies(1). The replication of positive findings
favors the validity of genotype-phenotype associations, avoiding biases. For this, it is
essential to observe aspects such as: the same analysis method, same genetic variants, same
definition of the phenotype, same ethnic/admixtured group and the use of independent but
similar data sets (2,3).

Thus, we have performed the same analysis to the one previously published in
IJSPP(4), in fourty-four Under-20 years professional athletes from another Brazilian first
division soccer club (U20 BFDSC) compared to genomes from 1000genomes database. A
“genetic distance approach” of SNP panel based on wright’s statistics was applied
alternatively to traditional analyzes from genetic association studies that use SNPs
individually.

Close results were observed. U20_ BFDSC were more like the European and American
populations as well as BFDSC (Figure 1A), but clustered far from African and east Asian
populations. No statistically significant Genetic Molecular Variances (Fst) (p=0.5) were
obtained between U20 BFDSC and BFDSC and they remained closed in phylogenetic tree
(Figure 1B). Larger Fst rates were observed respectively when distance matrices based on
U20_BFDSC genotypes were compared to East Asian and African populations (Table 1). The
study was approved by the Local Ethical Committee for Human Experiments
(76189817.0.0000.5235 and 69253417.1.0000.5149) according to the Declaration of Helsinki.

Our results suggest that genetic distance approach based on 10 performance related
SNPs panel and Fst, compared to 1000genomes were replicable in similar but independent
populations of soccer players. This is particularly difficult to achieve in admixtured
populations due to their heterogeneity(5,6). Thus, our replicating results indicate one more
time a possible selective pressure on performance related genes of elite soccer players,
possibly related simultaneously to physical performance, environmental, cognitive, and
sociocultural aspects.
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Figure 1 -A: Principal component analysis regarding the distance matrix of molecular variance (Fst) values of
continental populations from 1000 Genomes in comparison with U20_BFDSC and BFDSC. B: Phylogenetic tree
(UPGMA model) regarding the distribution of genetic distance from genotypes of the SNPs selected from
U20_BFDSC, BFDSC and continental populations from 1000 Genomes. U20 indicates under 20 years; BFDSC
indicates Brazilian first division soccer club; SNPs, single nucleotide polymorphisms.

Table 1 - Fst Values for Comparisons Among Groups of Populations From 1000 Genomes Database and
U20 BFDSC.

U20 BFDSC P
U20_BFDSC *

BFDSC <0.001 0.5
AFRICAN 0.10125 <0.00001
AMERICAN 0.03097 <0.00001
EAST_ASIAN 0.13803 <0.00001
EUROPEAN 0.01534 <0.00001
SOUTH_ASIAN 0.07152 <0.00001
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Estudo 3 - Perfil poligénico e a magnitude das respostas inflamatorias em jogadores de
futebol.
* Artigo serd submetido no periddico Biology os Sport (Qualis A2)
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Resumo

A pratica do futebol envolve a realizagdo de agdes de intensidade elevada, as quais
demandam grande geracdo de forga excéntrica, que por sua vez resultam em aumento da
resposta inflamatoria apds treinamentos e jogos. O objetivo do estudo, foi investigar,
individualmente e de maneira combinada, a associagdo de 28 polimorfismos com as respostas
inflamatoérias de atletas de futebol. A amostra foi composta por 47 atletas de futebol do sexo
masculino da categoria sub-20 que fazem parte de clubes da primeira divisdo do futebol
brasileiro. Foram coletadas amostras de sangue nos momentos Pré, 3, 24 ¢ 48 horas apos a
sessdo de treinamento para avaliar as respostas inflamatorias (analises hematologicas
(hemograma), creatinofosfoquinase (CK), proteina C reativa quantitativa de alta sensibilidade
(PCR), fator de necrose tumoral (TNFa), interleucina 6 (IL-6) e do fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1)). O DNA foi obtido através de raspado de células bucais,
onde um swab estéril foi friccionado na lateral interna da boca de cada participante por 6
vezes. As bibliotecas foram construidas utilizando-se o kit TruSeq DNA PCRFree
(Illumina®) e o equipamento Covaris para cisalhamento do DNA genomico (gDNA) por
ultrassom. Dos SNPs analisados, 9 (ACTN3 r1s1815739, COL5AI 1s12722,
COL5A1 13196378, HGF 1s5745697, IGF1 1s35767, IL-6 rs1800795, MMP3 rs679620,
SLC30A48 1513266634, SOX15 rs4227) toram individualmente associados com biomarcadores
e 7 SNPs (COL5A1 1512722, COL5A41 1s3196378, COL5A1 rs1800012, HGF 15745697,
IGFI 1535767, IL-6 rs1800795 ¢ MMP3 1s679620) analisados de maneira combinada,
explicaram de 16% a 40% da variacdo das respostas inflamatorias em atletas de futebol. Os
resultados sugerem que o perfil genotipico pode ser levado em consideragdo para uma
distribui¢do da carga de treinamento mais individualizada assim como na elaboragdo de
estratégias de recuperagdo para atletas de alto nivel entre sessdes de treinamento e jogos de

alta demanda fisica e fisioldgica.

Palavras-chave: Polimorfismo, Gené6tipo, Futebol, Inflamagao
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Introducio

O futebol ¢ um esporte caracterizado por acdes intermitentes de alta intensidade e
curta duragdo, intercaladas com periodos curtos de recuperagao [1,2]. Tem sido sugerido que
aproximadamente 80-90% das a¢des em um jogo de futebol ocorrem em intensidade baixa ou
moderada enquanto os 10-20% restantes sdo acdes em alta intensidade [1,3,4]. Embora as
acoes intensas representem um baixo percentual em relagao ao total de acdes em uma partida
de futebol, geralmente elas estdo associadas aos momentos mais determinantes e contribuem
diretamente para resultado do jogo [5,6]. Drust ef al. [7], encontraram um valor médio de 19
sprints durante uma partida os quais ocorriam a cada 4-5 minutos. Em um estudo analisando
acoes intensas de curta duragdo, Castagna et al. [8], verificaram que jogadores de futebol
profissional percorrem em média 635m acelerando e 61 1m desacelerando em alta intensidade
(>2m/s?) e 214m acelerando e 209m desacelerando em intensidade muito elevada (>3m/s?).
Dessa forma, nota-se que a pratica do futebol envolve a realizagdo de acdes de intensidade
elevada, as quais demandam grande geracdo de for¢a excéntrica, que por sua vez esta
relacionada com alteragcdes morfofuncionais do aparato muscular [9], resultando em aumento

do dano muscular e da resposta inflamatéria apds treinamentos e jogos.

Virias investigagdes revelaram que estas agdes que demandam contragdes excéntricas
ndo habituais, durante as quais o musculo ¢ alongado enquanto esta ativo, podem provocar
grande perda de forga, niveis de dor mais elevados e aumento das concentracdes sanguineas
de biomarcadores inflamatorios em comparagdo com as contracdes concéntricas ou
1isométricas [10-14]. Estas contragdes estdo fortemente associadas a danos na musculatura
esquelética que consistem em ruptura estrutural dos sarcomeros, distirbios no acoplamento
excitagdo-contragdo e sinalizagdo de calcio, levando a uma resposta inflamatéria mais elevada

e a ativacao de vias de degradagdo da proteina muscular [2,15].

Publicacdes recentes t€ém mostrado que fatores genéticos tém uma grande influéncia
nao s6 sobre componentes do desempenho atlético, mas também na ativagao e resolucao da
inflamacao, na regeneracdo do tecido muscular e outros fenotipos [15-18]. Diferencas na
atividade génica especifica de alguns polimorfismos genéticos de nucleotideo tnico (SNP),
resultam em diferentes expressoes de diversas proteinas envolvidas na cascata inflamatoria, o
que pode influenciar a suscetibilidade ao dano muscular induzido pelo exercicio [15,19].
Individuos que apresentam alta resposta inflamatoria induzida pelo exercicio podem ter uma

maior predisposicao a lesdes [20,21]. Este principio pode explicar em parte, a razdo pela qual
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atletas pertencentes a um elenco apesar de possuirem rotinas de treinamento semelhantes,
respondem com alto indice de lesdes musculares induzidas pelo exercicio. Dessa forma,
considerando que multiplos fatores ambientais, fisiologicos e psicologicos influenciam na
formacgdo do atleta [21], entre os esportistas do mais alto nivel competitivo, onde o meio que
estdo inseridos ¢ muito semelhante, pode ser que o perfil gendmico caracteristico da variagao

interindividual seja um fator de diferenciagdo entre atletas [22].

A pré-disposicao a ledes musculares e outros fendtipos como o status de
for¢a/poténcia de atletas sdo aceitos como sendo de natureza poligénica - isto ¢, multiplos
fatores genéticos influenciam o fenotipo observado [17,23,24]. Por exemplo, Larruskain et al.
[17], através de um modelo de fragilidade multivariado de Cox, demostraram que um perfil
poligénico (composto por variagdes nos genes MMP3, TNC, IL6, NOS3 e HIF1A) foi
significativamente associado ao risco de lesdo aumentado na musculatura posterior da coxa.
Uma revisdo recente forneceu evidéncias de que pelo menos 69 fendtipos genéticos estao
ligados ao status de atleta de elite [25]. Destes, 11 polimorfismos (AGT rs699, ACTN3
rs1815739, CKM rs8111989, CNTFR 141274853, GBF1 1s2273555, HIF1A rs11549465,
MLN 1s12055409, MTHFR rs1801131, PPARG rs1801282, PPARGCI1A rs8192678 e ZNF608
rs4626333) demonstraram estar associados a capacidade de produgdo de forca em atletas [26-

33].

Os perfis genéticos para lesdes musculares e ligamentares foram analisados obtendo-
se informagdes sobre a incidéncia de lesdes musculares, grau e tempo estimado de
recuperagdo [17,34-35]. Alguns estudos [36,37] tém encontrado associagdes entre SNP dos
genes de proteinas da cascata inflamatdria com diversas doengas, no entanto, muito pouco se
sabe sobre a potencial associagdo genética com a resposta inflamatdria decorrente da pratica
esportiva [15]. Dessa forma, a identificacdo de genes que possam influenciar nos niveis de
moléculas pré e anti-inflamatorias e pro-regenerativas pode auxiliar a elucidar os fatores e
mecanismos relacionados ao processo inflamatério [38]. Além disso, a genotipagem pode ser
uma peg¢a importante do modelo de lesao multifatorial, ou seja, a informagao genética pode
ser utilizada em conjunto com todos os demais fatores de risco para identificar aqueles atletas
com alto risco de lesdo e individualizar estratégias preventivas, incluindo o controle de carga

[39,40].

Vale ressaltar, que a avalia¢ao isolada de um SNP, sem considerar sua interagdo com
genotipos de outros mediadores, pode conduzir a interpretagdes equivocadas, uma vez que a

acdo combinada dos mesmos pode resultar em efeitos diferenciados [15,17]. Portanto, os
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estudos de associagdes de fatores genéticos com respostas inflamatdrias, devem buscar
avaliagdes mais amplas no contexto gendmico, possibilitando assim, melhores interpretagdes
a respeitos dessas associagdes. Entretanto, até o momento, nenhum estudo tentou quantificar o
impacto de variantes genéticas combinadas nas respostas inflamatdrias em atletas de alto
rendimento. O objetivo do presente estudo, portanto, foi investigar, individualmente e de
maneira combinada, a associacdo de 28 polimorfismos previamente identificados com
fenodtipos relacionados a inflamagdo decorrentes da pratica esportiva com as respostas

inflamatorias de atletas de futebol.

Métodos
Cuidados éticos

Esse estudo respeitou todas as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Saude
(Resolugao 466/12) envolvendo pesquisas com seres humanos e foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (69253417.1.0000.5149). Todos os procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa foram devidamente repassados aos voluntarios anteriormente a sua

assinatura do termo de consentimento para a participacao no estudo.
Amostra

A amostra foi composta por 44 atletas de futebol do sexo masculino da categoria sub-
20 e com pelo menos 6 anos de experiéncia em treinamentos sistematizados de futebol. Os
atletas fazem parte de clubes da primeira divisdo do futebol brasileiro e disputam competigcdes

organizadas e/ou reconhecidas pela Confederacdo Brasileira de Futebol (CBF).
Procedimentos

O estudo foi realizado na terceira semana da pré-temporada dos times participantes.
Essa escolha foi feita para que os atletas estejam com condicionamento fisico equalizado e
para que nao haja uma possivel resposta inflamatéria muito discrepante da situagdo real em

caso de atletas em destreinamento em fun¢do do periodo de férias anterior ao estudo.

No primeiro dia do estudo para caracterizar as amostras, os sujeitos foram submetidos
a uma avalia¢ao fisica, na qual a massa corporal, altura e dobras cutdneas foram medidas para
calcular o percentual de gordura [41]. No mesmo dia foi realizado a primeira coleta sanguinea
que foi utilizada para a extragdo do DNA gendmico. Os valores maximos de consumo de
oxigénio (VO2max) foram obtidos através de uma avaliagdo realizada duas semanas antes do

inicio do estudo utilizando o teste de campo YoYo Endurance Test nivel 2 [1]. Os sujeitos



63

foram genotipados para o gene do ACTN3 e depois divididos em grupos de acordo com seu

genotipo (Tabela 1).
Tabela. 1- Caracteristicas da Amostra.

Meédia =+ DP  Minimo Maximo

Idade (Anos) 19+ 1 18 20
Peso (kg) 754 £ 8,6 65,4 91,0
Estatura (cm)  176,1 £ 7,1 167,3 193,0
Percentual Gord
104 £23 6,4 14,9
(%) > b} B
VO2 max
56,8 4.4 49,6 66,9
(mL.kg.-1.min-1) ’

Legenda: m= metros; °C= graus Celsius; %FC= percentual da frequéncia cardiaca méaxima. Os dados estdo
apresentados em média £ DP, minimo e maximo. Os dados estdo apresentados em média + DP, minimo e

maximo de cada variavel.

Apos a caracterizacdo da amostra, no segundo dia do estudo, foi realizada a segunda
coleta de sangue para a obtengdo do base line dos biomarcadores inflamatdrios ¢ ap6s uma
hora, deu-se inicio a sess@o de treinamento. Ainda no segundo dia do estudo, trés horas apds o
treinamento, foi realizada a terceira coleta sanguinea para andlise dos biomarcadores. A
quarta coleta de amostras de sangue foi realizada no dia seguinte (dia 3), 24 horas apds o
término da sessdo de treinamento. Finalmente, 48 horas apos o treinamento (dia 4), a quarta e

ultima amostra de sangue foi coletada.

Durante o estudo, desde os procedimentos de caracterizacdo da amostra até o
momento 48 horas apds a sessdo de treinamento, os sujeitos foram acomodados nas
instalacdes do clube, onde todas as refeigdes seguiram a orientagdo de um nutricionista
esportivo. Os participantes ndo estavam tomando nenhum medicamento ou suplemento
dietético com agdo anti-inflamatéria por pelo menos 2 semanas antes do estudo. Atletas aptos
a realizarem o treinamento, mas ainda em processo de recuperacao de lesdes recentes foram
excluidos da amostra, pois esses sdo constantemente submetidos a tratamentos e protocolos de
recuperagdo que alteram as respostas inflamatoérias. A figura 1 ilustra o desenho experimental

do presente estudo.
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Fig. 1- Desenho Experimental.
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Fonte: Elaboragao propria.

Protocolo de treinamento

Os sujeitos estavam familiarizados com o treinamento proposto [42], mas ndo
realizavam estes tipos de exercicios pelo menos 1 més antes do estudo, embora estivessem
treinando regularmente durante 2 semanas, tendo participado de pelo menos 7 sessdes de
treinamento por semana, realizando tanto exercicios cardiovasculares quanto de resisténcia.
ApoOs os exercicios de aquecimento, os atletas foram divididos aleatoriamente e fizeram, por
duas vezes, um circuito composto por cinco estacdes com exercicios intermitentes
combinando saltos, mudancas de dire¢do, aceleragdes e desaceleracdes. A permanéncia em
cada estacdo tinha a duracdo de 3 minutos com intervalos de 30 segundos para a mudancga da
estacdo. As atividades eram realizadas em velocidade maxima e acompanhadas de incentivos
verbais por parte dos treinadores. O tempo total de duracdo do treinamento foi de 45 minutos.
A analise da carga da sessdo de treinamento foi realizada pelo registro da frequéncia cardiaca
(FC) e outras variaveis como a distancia total percorrida e a¢des em alta intensidade. Essas
variaveis, foram registradas através de dispositivos de GPS integrados com a frequéncia
cardiaca da marca Polar (Polar Team Pro®, Finlandia). As condi¢cdes ambientais (temperatura
e umidade relativa do ar) de todo o treinamento foram registradas através do Termo-
higrometro digital (Instrutherm® HT-260). Os dados referentes a demanda fisica da sessdo e

as condi¢Oes ambientais do treinamento estao na Tabela 2.
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Tabela. 2 - Demanda Fisica e Condi¢des Ambientais da Sessdo de Treinamento.

Variaveis Média + DP Minimo Maximo

Distancia (m) 3,102+166,2 2,702 3,377
Distanciaem alta intensidade (m) 160,6£37,3 86,5 270,0
Sprints 2045 13 31
Aceleragoes em alta intensidade 6117 50 72
Desaceleracdes em alta intensidade 52+9 30 72
Total de agdes em alta intensidade 132118 90 175
% FC 79,843,4 75,5 90,2
Temperatura (°C) 26 - -
Umidade Relativa do Ar 68% - -

Legenda: m= metros; °C= graus Celsius; %FC= percentual da frequéncia cardiaca méaxima. Os dados estdo

apresentados em média = DP, minimo ¢ maximo.
Coleta de amostras sanguineas e de raspado bucal

As coletas de sangue foram realizadas nos momentos de caracterizagdo da amostra,
pré-treino, 3, 24 e 48 horas ap6s o treinamento e para analise das respostas inflamatorias,
foram utilizados os valores maximos obtidos para cada marcador em suas respectivas
cinéticas. Em cada coleta, foram colhidos de cada atleta 4mL de sangue em tubo EDTA
(catalogo: 454036 — Greiner®), e 24mL (seis tubos) de soro (catdlogo: 454071 — Greiner®).
As amostras de EDTA foram refrigeradas a 4°C, e as amostras soroldgicas foram

centrifugadas a 3000 g por 10 minutos e refrigeradas a 4°C.

Para a coleta de raspado de células bucais, um swab estéril foi friccionado na lateral
interna da boca de cada participante por 6 vezes, apos ele permanecer por pelo menos 30 min

sem ingerir alimentos so6lidos.
Andlises hematologicas e bioquimicas

Nas amostras colhidas em tubo EDTA foram realizadas as analises hematoldgicas
(hemograma). Nas amostras de soro foram realizadas as andlises dos biomarcadores:
creatinofosfoquinase (CK), proteina C reativa quantitativa de alta sensibilidade (PCR), fator
de necrose tumoral (TNFa), interleucina 6 (IL-6) e do fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 (IGF-1). O hemograma foi obtido por contagem celular automatizada através

de citometria de realizada pelo equipamento Série-XN® da marca Roche (Roche
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Laboratorios, Brasil). A CK foi mensurada através do método cinético ultravioleta e a PCR
por turbidimetria, para ambos os métodos foi utilizado o analisador Atellica® Solution
(Siemens Healthineers, Brasil). As citocinas (TNFa e IL-6) ¢ o IGF-1 foram quantificados
pelo analisador Immulite® (Siemens Healthineers, Brasil) através dos métodos de

quimiluminescéncia e radioimunoensaio, respectivamente.
Genotipagem

O material genético foi extraido dos swabs utilizando a técnica de beads magnéticas
com o kit MagMAX™ DNA Multi-Sample Ultra 2.0 Kit (catdlogo: A36570, Thermo
Fisher®), segundo instru¢des do fabricante. As amostras foram eluidas com 50pL de tampao
de eluicao e congeladas a -80°C at¢ a realizacdo do sequenciamento. Todas as amostras foram
avaliadas quanto a qualidade e quantidade de DNA por sistema de eletroforese usando a

ferramenta TapeStation (Agilent®).
Sequenciamento de Nova Geragdo (NSG) do genoma completo

As bibliotecas genomicas foram construidas a partir de 1 pg de DNA de cada
participante utilizando-se o kit TruSeq DNA PCRFree (Illumina®) e o equipamento Covaris
para cisalhamento do DNA genomico (gDNA) por ultrassom. A construcdo da biblioteca
comecou com a fragmentacdo do gDNA para se obter fragmentos de acido nucleico com
adaptadores anexados em ambas as extremidades. Cada amostra teve uma combina¢do Uunica
de indice (conjunto exclusivo de sequéncias no adaptador que permite que os dados sejam
atribuidos a amostra indicada). As sequéncias P5 e P7 dos adaptadores foram complementares
aos oligos ligados a superficie da célula de fluxo. Além disso, as sequencias RD1 ¢ RD2 SP
dos adaptadores foram os primers usados para iniciar o sequenciamento. As bibliotecas foram
entdo misturadas e preparadas para o inicio do sequenciamento (amplificacdo clonal em
cluster). Cada cluster representa milhares de copias da mesma fita de DNA em um ponto. A
geragdo de cluster ocorreu em uma célula de fluxo (lamina de vidro espessa com canais
revestidos aleatoriamente com oligos que sdo complementares aos adaptadores de biblioteca).
Ap0s desnaturagdo, a molécula de fita simples se vira e forma uma ponte por hibridizagao
com o iniciador complementar adjacente. O ciclo de amplificagdo da ponte foi repetido até
que varias pontes fossem formadas. Ocorreu entdo, o sequenciamento por quimica de sintese
na plataforma NovaSeq 6000 (Illumina, USA) com profundidade média de 44x. O

sequenciamento foi previamente analisado em softwares especificos utilizando parametros
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como numero de reads, policlonalidade, qualidade das reads e histograma de tamanho para

avaliagcdo das amostras e controles.
Analise Bioinformatica

O mapeamento das reads e montagem do genoma baseado na versio GRCh38 do
genoma humano foi realizada utilizado a plataforma DRAGEN Germline App v3.7.5.
disponivel no deposito de arquivos em nuvem basespace (Illumina, USA). A partir dos
arquivos no formato FastaQ foram obtidos entdo os arquivos no formato bam contendo o
genoma sequenciado, alinhado e montado em relacdo ao genoma de referéncia. Para a
observagao das variantes em relagdo ao GRCh38, foi realizada a chamada de variantes
utilizando-se a ferramenta DRAGEN™ variant caller para a obten¢do dos arquivos no

formato vef.

Utilizando-se a ferramenta [Infegrative Genomics Viewer (IGV) (Broad Institute,
University of California, USA), foram extraidos os gendtipos dos SNPs escolhidos para cada

um dos participantes do estudo.
Analise Estatistica

Todas as analises foram realizadas no programa R Studio versao 3.5.2. O equilibrio de
Hardy-Weinberg foi utilizado para verificar se as frequéncias genotipicas estavam em
equilibrio. Posteriormente, foram verificados os pressupostos de normalidade através do teste
Kolmogorov-Sminorv. Para a estatistica descritiva, foram utilizados os valores minimos,

maximos, média e desvio padrao.

O pacote SNPassoc [43] foi utilizado para verificar a associagdo entre um
polimorfismo e o fendtipo através de modelos de dominancia, codominancia, recessividade.
Para verificar a associacdo entre os biomarcadores inflamatdrios e os polimorfismos maneira
combinada, foi utilizada a regressdo linear multipla. O coeficiente de determinacdo (R?)
ajustado foi usado como medida da variancia explicada. Para avaliar o efeito das variaveis
independentes sobre as variaveis dependentes foi utilizado o tamanho de efeito f 2,
classificado como pequeno (0.02 < /2 < 0.15), médio (0.15 < /2 < 0.35) e grande (£? > 0.35)
[44,45]. A analise de poder post-hoc foi calculada para cada modelo de regressao gerado

[44,46]. O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.
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Resultados

Foram obtidos e avaliados nesse trabalho 28 polimorfismos previamente identificados
na literatura com fenotipos relacionados a inflamacdo decorrentes da pratica esportiva.
Tabela 03 apresenta a lista dos 28 SNP pré-selecionados e o equilibrio de Hardy-Weinberg
utilizado para verificar sua frequéncia alélica e distribuicdo. Apenas dois SNP apresentaram

desvio do equilibrio (CCL2 rs5857656 ¢ MMP3 rs 679620).

Tabela. 3 - SNP pré-selecionados e Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Equilibrio de HWE
SNP Alelos  Frequéncia alélica HWE
ACTN3 151815739 C/T 61,4 1.000
CCL2 152857656 G/C 58 0,03*
CCL2 153917878 C/T 94,3 1.000
CK-M 151803285 C/A 98,9 1.000
COLIAI 11800012 C/A 86,4 1.000
COLS5AI 1s12722 C/T 65,9 0,74
COL5AI 1s3196378 C/A 67,4 0,49
EMILINI 152289360 T/C 54,5 0,36
HGF 155745697 G/T 90,9 0,29
HIFIA rs11549465 C/T 95,5 1.000
IGF1 1535767 G/A 72,7 0,25
IGF2 153213221 C/G 53,4 0,77
IL-1 151143634 G/A 79,5 0,66
IL-6 151800795 G/C 73,9 0,13
LIN28A 156598964 G/A 75 0,70
MLC 152700352 G/A 80,7 1.000
MMP3 1591058 C/T 71,6 0,46
MMP3 15650108 G/A 61,4 0,35
MMP3 15679620 C/T 64,8 0,04*
SLC26A410 rs11613457 G/A 98,9 1.000
SLC30A48 1513266634  C/T 84,1 0,57
SOD 154880 A/G 50 1.000
SOX15 154227 T/G 61,4 1.000
SPP1 1528357094 T/G 87,5 0,51
TNC 152014772 C/T 76,1 0,68
TNFa rs1800629 G/A 95,5 1.000
TRIM63 152275950 A/G 81,8 0,61
VEGFA 152010963 G/C 55,7 0,77

Legenda: SNP= polimorfismo; HWE= equilibrio de Hardy-Weinberg; *SNP fora do HWE.
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A associagdo entre genotipos e fenotipos foi verificada a partir dos valores maximos
obtidos em cada biomarcador sanguineo e os SNP de maneira individual e combinada,
gerando modelos de codominancia; com excec¢ao do polimorfismo da ACTN3 com o qual foi
gerado um modelo de recessividade. Dos SNP analisados, 9 (ACTN3 rs1815739, COL5A1
rs12722, COL5A11s3196378, HGF 1s5745697, IGF1 rs35767, IL-6 rs1800795, MMP3
rs679620, SLC30A8 rs13266634, SOXI15 rs4227) foram associados com biomarcadores
(tabela 4).

Tabela. 4 — SNPs individalmente associados com biomarcadores.

SNP Biomarcador Modelo N Média +£ EP p AIC
R/RR/X 38 19,18 £ 1,01
ACTN3 151815739 IGF1 XX 6 134151 0,02 286,3
Cc/C 18 4860 + 399,6
Neutrofilos C/T 22 3679 £ 243,5 0,02 765,6
T/T 4 3373 £319.,5
COL5AI 1512722 c/C 18 433 +0.39
IL6 C/T 22 4,23 +£ 0,37 0,02 271,9
T/T 4 12,35+ 4,10
Cc/C 18 4,32 £0,40
COL5A1 153196378 IL-6 C/A 22 4,22 + 0,43 0,01 2629
A/A 3 15,10 + 3,72
G/G 37 3866 £ 199.8
HGF 155745697 Neutrofilos G/T 6 5971 £+ 743,6 0,01 761,0
T/T 1 3048 £ 0
C/C 25 791 +0,26
IGF1 1s35767 TNFa C/T 14 8,63 +0,41 0,01 236,9
T/T 5 15,76 £ 4,46
G/G 26 432,62 + 21,36
Mondcitos C/G 13 469,90 £ 39,75 0,04 556,3
c/C 5 588,10 £+ 78,15
[L=6 151800795 G/G 26 38430 =31,79
CK C/G 13 433,72+ 69,52 0,01 597,5
c/C 5 698,81 +£ 119,34
Cc/C 15 432,13 £ 23,23
MMP3 13679620 Monbcitos T/C 27 491,2 £ 27,98 0,04 556,2
T/T 2 277,00 £ 9,00
G/G 27 1,34 £ 0,25
SLC30A48 1513266634 PCR A/G 16 1,84 £ 0,44 0,01 164,5
A/A 1 530+0
T/T 16 16,12+ 1,5
SOX15 rs4227 IGF1 G/T 22 21,14 £ 1,32 0,01 2832
G/G 6 14,00 + 0,37

Legenda: SNP= polimorfismo. Os dados estdo apresentados em média + erro padrao (EP).
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Sete SNPs (COL5A1 rs12722, COL5AI rs3196378, COL5A1 rs1800012, HGF
185745697, IGFI 1s35767, IL-6 1s1800795 ¢ MMP3 1rs679620) em combinagdo, explicaram de
16% a 40% da variagdo das respostas inflamatorias em atletas de futebol (tabela 5). Os SNPs
HGF 135745697, COL5A1 1512722 e COL5A1 1s3196378 explicaram juntos, 22% da variacao
da atividade dos neutrofilos (R*= 0,22, F= 3,37, p= 0,01, f 2= 0,28, Poder= 0,81). Em
conjunto, os SNPs IL-6 rs1800795 ¢ MMP3 rs679620 explicaram 16% da atividade dos
mondcitos (R?>= 0,16, F= 2,41, p= 0,04, />= 0,19, Poder= 0,71). Os SNPs COL5A1 rs12722 ¢
COL5A1 15319637 explicaram juntos, 22% da reposta inflamatoria através das concentracdes
de IL-6 (R*= 0,22, F= 6,92, p< 0,01, f>= 0,28, Poder= 0,87). Por fim, de maneira combinada,
0os SNPs COLIAI rs1800012 e IGF1 rs35767 explicaram 88% da expressao de TNFa (R*=
0,40, F =4,77, p< 0,01, />= 6,76, Poder= 0,99).

Tabela. 5 — Analise combinada dos SNPs e biomarcadores.

Biomarcador SNPs R? ajustado  F p fz Poder
HGF 155745697
Neutrofilos COLS5AI rs12722 0,22 3,37 0,01 0,28 0,81

COLS5AI 1s3196378

. . IL-6 151800795
Monocitos MPP3 15679620 0,16 241 0,04 0,19 0,71

COL5AI 1512722
IL-6 COLSAI 153196378 022 692 <001 028 0,87

COLIAI rs1800012
TNFa IGF1 1s35767 0,40 744 <0,01 0,67 0,99

Legenda: SNPs= polimorfismos.

Discussao

O objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia de polimorfismos de forma
individual e combinada nas respostas inflamatorias ap6és uma sessdo de treinamento com
predominancia de agdes excéntricas em atletas de futebol. Em resumo, os resultados
mostraram que houve associagdo significativa entre os polimorfismos ACTN3 rs1815739,
HGF 155745697, COL5AI rs12722, IL-6 rs1800795, MMP3 1679620, SOXI15 rs4227,
COL5A11s3196378, IGF1 135767 e SLC30A8 1s13266634 (de maneira individual e
combinada) e as respostas inflamatorias em jogadores de futebol apdés uma sessdo de

treinamento.

A associacdo entre os polimorfismos com e os fenotipos no presente estudo, buscou

identificar em atletas de futebol, se a magnitude das respostas inflamatérias pode ser
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explicada em parte, por fatores genéticos. Por exemplo, ja ¢ bem documentado na literatura
que fatores genéticos tém influéncia nas concentragdes de citocinas e outros biomarcadores
envolvidos na cascata inflamatéria e consequentemente na ativagao e resolucao da inflamacao
[15,17]. Deste modo, a hipotese inicial compreendia que polimorfismos previamente
relacionados ao processo inflamatorio (individualmente e de maneira combinada), estariam
associados a resposta inflamatdria em futebolistas. Na presente investigacdo, dos 28 SNPs
analisados, 9 analisados individualmente (ACTN3 1s1815739, COL5AI 1s12722,
COL5A1 13196378, HGF 135745697, IGF1 1s35767, IL-6 rs1800795, MMP3 rs679620,
SLC30A48 113266634, SOX15 rs4227) e 7 em diferentes combina¢des (COLSAI rs12722,
COLS5A1 133196378, COL5AI rs1800012, HGF rs5745697, IGF1 1s35767, IL-6 rs1800795 e
MMP3 1s679620), apresentaram associagdes significativas com a magnitude da resposta

inflamatoria.
ACTN3 rs1815739

Nos resultados aqui apresentados, observou-se associa¢do isolada do SNP ACTN3
rs1815739 com os valores maximos de IGF-1. De todos os polimorfismos que tém sido
associados ao dano muscular e respostas inflamatorias induzidas pelo exercicio, o mais
investigado ¢ o SNP da ACTN3 R577X [16,18,42,47-49]. North et al. [50] identificaram no
gene ACTN3, a mudanca do nucleotideo C para T na posi¢ao 1,747 do exon 16, ou seja, uma
mutagdo resultante na conversdo do aminodcido arginina em um stop-codon prematuro no
residuo 577 (R577X) [51]. A variante R577X resulta em duas versoes do gene ACTN3 em
humanos, um alelo R funcional e um outro nulo que apresenta o genotipo XX. Os individuos
homozigotos para o alelo X sdo incapazes de expressar a-actinina-3, em oposi¢do aos
individuos que tém o gendtipo RX ou RR [52,53]. Curiosamente, os individuos com o
genotipo ACTN3 XX compensam a deficiéncia de a-actinina-3 com uma expressao superior
de a-actinina-2 [19]. Ja ¢ bem estabelecido na literatura, que o gendtipo ACTN3 XX esta
associado a um menor volume muscular ¢ menor forca muscular [42,48,54]. Além disso,
acredita-se que individuos que nao expressavam a proteina a-actinina-3, demonstraram uma
mudanga nas propriedades das fibras musculares de contracao rapida em direcdo a um perfil
mais oxidativo, menor producdo de forca muscular, massa muscular reduzida e didmetro

reduzido das fibras tipo IIb [55,56].

Seto et al. [19], relataram que como consequéncia da super compensacao de a-actinin-
2 em individuos homozigotos XX, mais calsarcina-2 estd vinculada a a-actinina-2 € menos

calcineurina. A afinidade de ligagdo de calsarcin-2, que por sua vez funciona como um
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inibidor da ativacdo da calcineurina, ¢ maior para a a-actinina-2 em comparacdo com a o-
actinin-3 [15]. Dessa forma, um nivel mais alto de calcineurina livre ¢ capaz de ativar uma
sinalizagdo para um processo miogénico mais lento. Embora as vias dependentes da
calcineurina estejam implicadas no crescimento muscular e adaptacao a sobrecarga funcional
[57,58], as actininas o também interagem diretamente com fatores de sinalizacdo soluveis,
fosfatidilinositol3-cinase (PI3K), fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato, e fosfatidilinositol 3,4,5-
trisfosfato [59-61]. Todos estes fatores impulsionam as vias de fluxo descendente que
regulam uma série de fungdes celulares, incluindo o PI3K/Akt/mTOR sinalizando a cascata
que regula a sintese proteica, proliferagdo celular, protecdo das células contra a apoptose bem

como no aumento da produ¢ao de IGF-1 [62,63].

Estes dados sugerem que a deficiéncia de a-actinina-3 altera a regulagdo da massa
muscular, modificando a nivel molecular a sinalizagao para a sintese e degradagdo proteica, o
que pode influenciar negativamente as adaptagdes do treinamento e o processo de
remodelag¢do do tecido muscular apds estimulos de alta demanda fisica e fisioldgica como
treinamentos e jogos. Nesse estudo, individuos XX para o SNP ACTN3 rs1815739
apresentaram menores valores de IGF-1 em comparacao aos individuos que carregam o alelo
R. Uma possivel explicagdo para isso, pode ser o aumento da calcineurina circulante em
homozigotos XX, o que como citado anteriormente, influencia negativamente a sinalizagcdo de
diversos processos importantes para o reparo tecidual, incluindo a diminuicdo das

concentracoes de IGF-1.
COL5AI rs12722, COL5SAI rs3196378 & COLIAI rs1800012

Os colagenos sao um grupo de proteinas de matriz extracelular, e sdo as proteinas mais
abundantes nos mamiferos, constituindo cerca de 25% a 35% do contetido proteico de todo o
corpo. Os colagenos, na forma de fibrilhas alongadas, sdo encontrados principalmente em
tecidos conjuntivos (fibrosos) como tenddes, ligamentos e pele, e sdo abundantes na cdrnea,
cartilagem, 0sso, vasos sanguineos, intestino e disco intervertebral [64]. SNPs especificos do
gene COLSAI (rs12722, rs1800012 e rs3196378) foram associados com a prevaléncia de
lesdes ligamentares e tendinosas (por exemplo, tendinopatia/ruptura do tendao de Aquiles e
ruptura do ligamento cruzado anterior) [65-67]. Quando estratificada por etnia, a combinagao
resultados indicaram que o polimorfismo rs12722 foi significativamente associado com lesdes
de tecido mole em caucasianos, mas nao asiaticos [68]. Entretanto, muito pouco se sabe sobre
0s mecanismos que sustentam essa associacao e sobre a potencial associacdo genética desses

SNPs com as respostas inflamatorias em resposta a pratica esportiva [69].
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Massidda et al. [70] identificaram que o genotipo TT para o SNP rs12722 do COL5A1
aumenta o risco de lesdes musculoesqueléticas em jogadores de futebol italianos e outros
estudos encontraram relacao entre o alelo C e resisténcia aos danos em tecidos moles [58,59].
Os resultados sugerem que individuos que carregam o alelo C possuem um mecanismo de
protecdo contra o dano muscular. Analisando de maneira isolada, os resultados aqui
apresentados, indicaram que individuos TT, estimulam menor atividade neutrofilica e valores
mais elevados de IL-6 em comparagao com individuos que carregam o alelo C. Entretanto,
para ambos os biomarcadores, a variante rs12722 interagiu significativamente com outros
SNPs (COL5A1 133196378 e HGF 1s5745697) e explicaram juntos 22% das variagdes nas
concentragdes de neutrofilos e IL-6 (tabela 5). No presente estudo, o baixo nimero de casos
de individuos TT é um fator limitante, sendo necessario novos estudos com uma amostra mais
representativa dos genotipos analisados. E possivel que o alelo C influencie positivamente nas
propriedades do tecido coldgeno devido a influéncia deste SNP na estabilidade do mRNA
COL5A1, onde o alelo C esta associado com uma producdo de colageno tipo V superior ao
alelo T e pode contribuir para maiores niveis de resisténcia a tracdo e rigidez das fibrilas de

colageno na musculatura esquelética.

Entretanto, apesar do alelo T ter sido associado com gravidade da lesdo
musculoesquelética, risco mais elevado de lesdes tendinosas e maior risco de lesdo do
ligamento cruzado anterior (LCA) [70], Hall et al. [71] relataram que em atletas que ainda ndo
passaram da puberdade, o alelo C do COLS5AI rs12722 e os homozigotos CC sofreram
relativamente mais lesdes musculares e lesdes ligamentares, respectivamente, em comparagao
com individuos que carregam o alelo T. O que indica que a associacdo de fatores genéticos e

lesdes musculares e ligamentares pode ser dependente do status maturacional do atleta.

Heffernan et al. [72], estudaram dois SNPs no gene COLS5AI (rs12722 C/T e
rs3196378 C/A) associados a patologias tendinosas e ligamentares em 1105 participantes
atletas de rugby e ndo atletas. Para rs12722, o gendtipo CC protetor contra lesdes e o alelo C
estavam mais representados em atletas do que nao atletas (p< 0,01). Da mesma forma, para
rs3196378, o genotipo CC e o alelo C eram mais comuns em atletas em comparacao com nao
atletas (p= 0,02). De maneira mais expressiva, ao considerar os dois SNPs em conjunto, as
combinagdes de alelos inferidos foram maiores no grupo de atletas (atletas homozigotos CC=
18% e atletas que carregam o alelo C= 43%) do que os nao-atletas (ndo atletas homozigotos
CC=13% e nao atletas que carregam o alelo C=40%; p<0.01) [72]. Esses dados nos indicam
que os alelos C, gendtipos CC e os haplotipos resultantes de ambos rs12722 e rs3196378
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parecem ser vantajosos para atletas podendo fornecer inclusive um efeito protetor contra
lesdes nos tecidos moles, apesar da exposi¢do ao ambiente de alto risco do esporte de alto

rendimento [72,73].

O gene COLIAI tem sido frequentemente investigado por seu potencial associagdo
com o risco de lesdes musculoesqueléticas, tendineas e articulares. Estudos sugerem que
existem associagdes do COLIAI 1s1800012 com lesdes articulares cronicas [73].
Especificamente, o raro gendtipo TT da variante rs1800012, foi associada a diminui¢dao do
risco de lesdes agudas, incluindo luxagdes do ombro [74], rupturas do LCA [75], e rupturas
do tecido mole em andlise combinada com outros fatores genéticos [75]. Nesse contexto,
Wang et al. [77], relataram a associacdo do gendtipo rs1800012 TT com risco reduzido de
lesdes ligamentares e tendinosas relacionadas a pratica esportiva. Em contrapartida, o
gendtipo rs1800012 TT foi associado ao aumento do risco de hérnia de disco lombar em
jovens recrutas militares [78]. Além disso, o genétipo GG foi associado a redugdo do risco de
rupturas do LCA sofridas durante a pratica de esqui [79]; entretanto, os mecanismos que
resultam nessas lesdes sdo propostos para serem diferentes daqueles que resultam em rupturas
do LCA sofridas durante atividades terrestres. Em contraste com estas associagdes, varios
estudos ndo conseguiram associar estas variantes com o risco de lesdes musculo-esqueléticas
dos tecidos moles [75,80]. No presente estudo o SNP COLIAI rs1800012 individualmente
ndo foi associado com nenhum biomarcador, entretanto em conjunto com o SNP IGF1
rs35767, explicaram 40% da expressao de TNFa. A diferenga nos resultados dos estudos pode
ser explicada pelas diferencgas nas populagdes estudadas, nos niveis de condicionamento fisico
dos sujeitos e nas modalidades esportivas investigadas. Até o presente momento esse € o
primeiro estudo a analisar globalmente tais SNPs e a magnitude das respostas inflamatorias

através de biomarcadores sanguineos.
HGF rs5745697

O fator de crescimento dos hepatocitos (HGF) desempenha um papel na regulacao da
proliferagdo e diferenciacdo das células satélites [81] e € codificado pelo gene HGF [73]. O
HGF ativo estd presente dentro da matriz extracelular do musculo [82] e para que haja a
migracao de células satélites para a musculatura lesionada é necessario que haja a sinalizagao
do HGF com seu receptor (proteina Met) [83]. Devido ao papel especifico do HGF em
resposta a lesdo muscular, ele poderia ser considerado um gene candidato apropriado para
associagdes com as respostas inflamatorias e com lesdes decorrentes da pratica esportiva. No

entanto, até o presente momento, nenhum estudo buscou identificar associagdes entre SNPs
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do gene HGF e respostas inflamatérias decorrentes da pratica esportiva e apenas um estudo
investigou a associa¢do entre os SNPs do gene HGF e lesdes esportivas [36]. Os autores
encontraram nessa investigacao, associagdes entre o SNP HGF rs5745697, lesdes musculares
sem contato e tempo de recuperacdo em uma amostra de 73 jogadores de futebol de elite. Os
resultados demostraram que atletas portadores do gendtipo GG para o SNP rs5745697,
tiveram uma taxa de lesdes menor em comparagdo com os portadores do alelo T (8,4 e

12,3/1000 h, respectivamente).

Além disso, 0 HGF 155745697 foi associado com o tempo de recuperacio de lesdes
musculares, onde jogadores portadores do alelo C do rs5745697 tiveram uma média de
auséncia em funcdo de lesdes de 20,7 dias em comparagdo com 27,5 dias dos homozigotos
TT. Atualmente, ha pouca explicagdo funcional para as associa¢des descritas por Pruna et al.
[36]. Os autores citam pesquisas anteriores € sugerem que uma interagao estabelecida entre o
HGF e seu receptor permite a sinalizagdo correta na cascata do processo inflamatorio,
resultando em proliferacdo e migra¢do de células satélites, e que a auséncia ou reducdo na
atividade do conjunto HGF e seu receptor (Met) leva a um reparo inadequado do tecido
muscular esquelético [84]. Além disso, o HGF parece desempenhar um papel importante em
relacdo a interagdo entre a matriz extracelular das células musculares ¢ a migragdo de
mioblastos [85]. Entretanto, o mecanismo exato pelo qual SNPs do gene HGF podem

influenciar lesdes musculares em jogadores de futebol permanece pouco claro.

No presente estudo, o SNP HGF 1rs5745697 foi associado (individualmente e em
conjunto com outros SNPs (COL5A1 rs12722, COL5A1 rs3196378) com as concentragdes
sanguineas de neutrdfilos. Os resultados sugerem que individuos GG possuem menor
atividade dos neutrofilos apds uma sessdo de treinamento com predominancia de agdes
excéntricas em comparagdo com individuos que carregam o alelo T. Como j& citado
anteriormente, de maneira conjunta com SNPs do gene COL5A41, o HGF 1s5745697 explicou
em 22% a variacdo nas concentragdes sanguineas de neutrdéfilos. Uma possivel explicagdo
para a relagdo do HGF e a atividade dos neutrofilos, € a teoria que neutréfilos, mondcitos e
macrofagos estdo envolvidos na limpeza das células mortas e danificadas, e na sinalizacdo das
células satélites para comecar a diferenciar e reconstruir as fibras musculares danificadas. E
importante que esses processos ocorram com precisdo para uma regeneragdo muscular bem-
sucedida. Vale salientar que na amostra aqui analisada, foi observado apenas um atleta com
genotipo TT para o SNP HGF rs5745697, o que limita a interpretacdo dos dados. Trabalhos

futuros devem procurar confirmar estas associacdes em populagdes similares com amostras
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mais representativas dos gendtipos envolvidos, e investigar as consequéncias moleculares

deste e de outros SNPs de HGF.
IGF1 rs35767

Ja ¢ bem estabelecido na literatura, que o IGF-1 tem um papel fundamental na
diferenciagdo e ativagdo de células satélites e consequentemente nos processos de hipertrofia
e reparo do tecido muscular esquelético. O receptor do IGF-1 (IGF1R) é um receptor
transmembrana que regula os efeitos do IGF1. Estudos com modelo animal, demostraram que
ratos sem o IGFIR mostram uma redu¢do dramética na massa corporal, indicando a forte
influéncia desse receptor no crescimento e desenvolvimento da massa corporal (mais
especificamente, na massa muscular esquelética) [86]. Ben-Zaken et al. [87], em um estudo
com atletas de forca e poténcia, descobriram que o alelo T do SNP IGF1 rs35767 foi mais
frequente nos atletas israelenses de alto nivel (nivel internacional e olimpico) em comparagao
com atletas de nivel nacional. Verificou-se que o alelo T (rs35767 C/T) estava associado a
niveis mais altos de IGF1 circulantes, e possivelmente com o aumento da massa muscular e
processo de recuperagdo muscular otimizado. Esses resultados ndo estdo de acordo com os
dados aqui apresentados. Apesar de ter sido observado em valores gerais, uma maior média de
IGF-1 para individuos TT (20,3 pg/L contra 16,7ug/L e 18,4pg/L para individuos CC e CT,
respectivamente), ndo houve associacdo significativa do SNP [GF1 rs35767 com as
concentracoes de IGF. O numero de atletas com o gendtipo TT presentes na amostra foi

baixo, o que pode ter sido um fator limitante para as analises.

Entretanto, no nosso estudo, o rs35767 apresentou associacdo significativa com as
concentracdes de TNFa, tanto na analise individual, onde individuos TT apresentaram
maiores concentracdes de TNFa em comparagdo cos individuos CC e CT, quanto na analise
em conjunto com outros fatores genéticos, onde o SNP /GFI rs35767 juntamente com o
COLIAI 1s1800012, explicaram em 40% as variacdes nas concentragdes de TNFa. A
associacdo do SNP /GFI rs35767 com TNF-a e os efeitos biologicos sobre as respostas
inflamatoérias decorrentes do exercicio, ainda precisa de esclarecimentos. Até a presente data,
ndo foram encontrados estudos que descreveram relacdo simultanea dos SNPs /GFI rs35767

e 0 COLI1A1 rs1800012 com fendtipos relacionados a pratica esportiva.

Nesse contexto, considerando que os genes exercem influéncia na producao de suas
proteinas correspondentes, Ocarino e Serakides [88], encontram relagdo direta entre o IGF-1 e

coldgeno nas primeiras fases do reparo tecidual. O IGF-1 promove a sintese de colageno pelas
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células osteogénicas, aumentando a formagdo de matriz 6ssea [89]. Em seres humanos,
supdem-se que, mesmo ndo havendo alteragdes nas concentracdes plasmatica, a liberagdo
local de IGF-1 ¢ a responsavel pelo efeito anabolico do exercicio sobre o tecido 6sseo [90].
Novos estudos com um nimero maior de atletas, poderiam confirmar as associacdes aqui
encontradas e podem proporcionar uma melhor compreensdo fisiologica a respeito da

associagdo do colageno e as respostas inflamatorias apos o treinamento fisico.
IL-6 rs1800795

O polimorfismo /L6 rs1800795 (-174 G/C) parece alterar a resposta transcripcional.
H4 uma diferenga geneticamente determinada no grau de resposta da IL-6 a estimulos
estressantes entre os individuos, sendo que o alelo C se encontra associado as concentragdes
plasmaticas significativamente mais baixas de IL-6. Diferentes estudos, investigaram o SNP
rs1800795 em atletas de elite caucasianos do sexo masculino (atletas de resisténcia e de
poténcia) e um grupo controle de atletas. As frequéncias do gen6tipo GG e do alelo G foram
significativamente mais altas em atletas de modalidades de poténcia em comparagcdo com os
atletas de resisténcia e grupo controle [23,91], indicando que o alelo G poderia favorecer o
desempenho esportivo em modalidades esportivas que demandam de grande producdo de
forca e poténcia como o futebol. De maneira ndo consistente com esses resultados, Eynon et
al. [92] relataram que ndo houve diferencas nas frequéncias alélicas e genotipicas do
polimorfismo /L6 rs1800795 entre atletas de elite em modalidades de resisténcia e poténcia e

um grupo controle de nao atletas (populacao israelense).

Na presente investigacdo, individualmente, o /L6 rs1800795, foi associado a atividade
dos monocitos e aos valores de CK. Individuos com o gendtipo CC apresentaram maior
atividade monocitaria (p< 0,01) e a presenca do alelo G foi associada a menores valores de
CK (p< 0,01). Apds o dano tecidual, os monocitos migram para o tecido lesionado e se
diferenciam em macrofagos ou células dendriticas [93]. Dessa forma, uma maior atividade de
mondcitos indica um dano muscular aumentado na musculatura ativa [94] e o que por sua vez,

gera um aumento das concentra¢des de CK.

Em concordancia com os nossos achados, estudos em individuos jovens demostraram
que os portadores do alelo C do SNP rs1800795, apresentaram valores de CK mais altos apos
exercicio excéntrico em comparagdo com os homozigotos GG [95,96]. Nos esportes que
demandam elevada poténcia muscular, onde o dano muscular ¢ elevado em treinamentos e

competicdes, individuos que carregam o alelo G podem ter beneficios com uma recuperagao
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mais rapida e inflamagao sist€émica cronica de baixo grau. Entretanto, Deuster et al. [97], que
ndo observaram nenhuma associacdo entre o SNP /L6 rs1800795 e a rabdomidlise em
resposta a esforco, desafiam esta conclusdo. Dessa forma, a influéncia do /L6 rs1800795
sobre as respostas inflamatdrias decorrentes do treinamento fisico, ndo estd totalmente clara e
precisa de mais investigagdes, particularmente estudos com maior numero de atletas e outras

modalidades esportivas.
MMP3 rs679620

As metaloproteinases matriciais (MMP) tém um papel importante na manutencao da
integridade funcional das fibras musculares através da degradacdo dos componentes da matriz
extracelular, assim como em processos como a regulagdo da migracdo e diferenciacdo de
células satélites e regeneragdo das células musculares esqueléticas [98-99]. Um equilibrio
otimo entre deposi¢cdo e degradagdo de colageno ¢ importante para a formacdo de tecido
cicatricial [98] e contribui para a rigidez muscular [100], o que supostamente aumenta a
tolerancia a lesdes subsequentes [101]. Variacdes na expressdo do gene MMP estdo ligadas a
varias doencas, como patologias musculares [102], pois supostamente, essas variacdes sao
capazes de alterar a func¢do da matriz extracelular e influenciar a taxa de regeneragao

muscular [103].

O SNP 15679620 do gene MMP3 ¢ uma mutagdo caracterizada por uma substitui¢dao
T>C com alto desequilibrio de ligacdo a variante rs3025058, um polimorfismo funcional
localizado dentro da regido promotora do gene [104]. Acredita-se que o alelo C do MMP3
1679620 diminui a transcricdo do MMP3 [105]. Entretanto, a atividade que os alelos
promovem parece ser dependente da populagdo e dos tecidos [106]. Nao ha uma imagem clara
se a substituicdo do rs679620 T>C resulta em aumento ou diminui¢do da expressio MMP3

[104,107].

As MMP s3o produzidas por diversos tipos de células incluindo neutréfilos,
fibroblastos e monocitos/macréfagos [108]. Esse conceito pode ajudar a explicar em parte os
resultados aqui encontrados que demostraram associagdes entre 0 SNP MMP3 15679620 e a
atividade dos monocitos tanto na andlise individual (p= 0,04) quanto na analise em conjunto,
onde juntamente com o SNP /L6 1rs35767 o modelo de regressao gerado explicou em 16% da
variacdo das concentragdes de monocitos (F= 2,41, p= 0,04, f >= 0,19, Poder= 0,71).
Observamos que individuos que carregam o alelo C apresentam maiores concentracdes de

monocitos em relagdo ao homozigoto TT (p= 0,02). Considerando que uma maior atividade
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dos neutréfilos estaria relacionada a uma maior producao de MMP3 [109], nossos resultados
contrariam os achados de Foster et al., [105]. E importante ressaltar que no presente estudo, a
frequéncia de individuos com o genotipo TT foi baixa (N=2). Além disso, as concentragdes
plasmaticas de MMP3 ndo foram utilizadas como marcador inflamatorio e o SNP MMP3

r$679620 nao estava dentro do HWE e esses fatores limitam a interpretacao dos dados.

Os poucos estudos existentes com o SNP rs679620, referem-se principalmente ao
risco de lesdo nos tenddes [110,111], embora tenha sido considerado um papel na lesdo
muscular. As conclusdes que emergem das investigagdes da variante rs679620 em relacio as
lesdes esportivas ainda apresentam divergéncias. Pruna et al. [36], em um estudo com 74
atletas de futebol de elite, ndo encontraram associacdo do SNP MMP3 rs679620 com lesdes
musculares sem contato. O estudo foi realizado durante 5 temporadas competitivas ¢ os
autores observaram um total de 220 lesdes musculares. Por outro lado, Larruskain et al. [17],
relataram associacdo significativa entre o0 SNP rs679620 e lesdes no tenddo em futebolistas de
alto nivel, foram investigadas 160 lesdes tendineas em uma amostra de 107 jogadores. Esses
achados poderiam ser interpretados para sugerir que a expressao elevada do MMP3, através
da presenca de ambos os alelos T, poderia dobrar o risco de lesdo ao tenddo do tenddo do
tenddo. Entretanto, até o momento, estes sdo os uUnicos estudos existentes sobre lesoes
musculares relacionadas ao esporte € SNPs do gene MMP3, e 0os mecanismos fisioldgicos
sugeridos para as associacOes relatadas permanecem especulativos. Mais evidéncias sobre
SNPs MMP3 e o processo inflamatorio sdo necessarias antes de considerar o gene como um

marcador relacionado ao padrao de inflamacgao dos atletas e com o risco de lesdes aumentado.
SLC30A48 rs13266634

O sistema imunologico e a fun¢do macrofagica depende do zinco durante um evento
inflamatorio. A homeostase do zinco ¢é regulada pela familia dos transportadores de metais,
como a familia SLC30A8 [112]. O gene da proteina da familia transportadora de soluto 30
(transportador de zinco) membro oito (SLC30AS8) € expresso principalmente em células beta
das ilhotas pancredticas e transporta zinco do citoplasma para vesiculas intracelulares, o que ¢
crucial para os processos de cristaliza¢do, armazenamento e secre¢do da insulina [113,114]. O
SNP SLC30A48 1513266634 esta associado a diminui¢do da insulina sistémica de jejum e a

atenuacgao da secrecao de insulina em resposta a glicose. [115,116].

A sinalizagdo de insulina aumenta o fluxo sanguineo e a sintese de proteinas em

repouso, e reduz o catabolismo apds o exercicio, melhorando assim o equilibrio liquido de
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proteinas musculares pelo aumento da disponibilidade de aminoacidos [117]. Além disso, o
dano muscular induzido pelo exercicio tem sido associado a uma redugdo na sintese e
absor¢ao de glicose [118]. Provavelmente, isso ocorre pois o dano muscular reduz a
sensibilidade muscular a insulina [119], o que por sua vez, poderia estar relacionado ao
aumento da expressdo de TNF atenuando a sinalizagdo de insulina, induzindo posteriormente
a resisténcia a insulina no musculo esquelético [120] suprimindo a ativagdo do transportador

de glicose tipo 4 (GLUT-4) em fibras musculares [121].

O gend6tipo TT de um SNP (C>T; rs13266634) dentro do gene SLC30A48, foi associado
com menores concentragdes plasmaticas de CK, niveis de dor mais baixos e niveis de
mioglobina atenuados apds o dano muscular induzido pelo exercicio excéntrico (flexdo de
cotovelo) em individuos do sexo masculino fisicamente ativos [116]. Aparentemente o alelo
C pode reduzir a fun¢do do zinco gerando uma fun¢do macrofagica perturbada e redugdo da
producdo de insulina. Ao aumentar a via catabdlica, niveis mais baixos de insulina podem
levar a um balancgo proteico liquido negativo [122]. Portanto, esses resultados indicam que os
portadores do alelo C do SNP SLC30A48 rs13266634, podem precisar de periodos de

recuperagdo mais longos apods exercicios extenuantes.

No presente estudo encontramos associacdo significativa entre o rs13266634 e as
concentragdes de PCR (p= 0,01). Atletas com o alelo C, apresentaram menores valores de
PCR em comparagdo com o genoétipo TT (p< 0,01). Uma hipodtese que suporta esse achado,
seria a relagcdo da PCR com a atividade de células do sistema imune no processo opsonizagao
apos o dano muscular. Por ser uma proteina de fase aguda, a PCR ¢ amplamente utilizada no
contexto de andlise do estado muscular e pode apresentar elevagdes de até 1000 vezes em
quadros de processo inflamatorio [123,124]. Essa eleva¢do ocorre, principalmente pela sua
funcionalidade como opsonina ligando-se a cromatina de células lesadas para que
principalmente os neutrofilos e macrofagos (na isoforma LyC6P®) possam englobar e
fagocitar a estrutura danificada, sem exacerbar a microlesdo [123,124]. Dessa forma,
considerando que menor sinalizagdo de PCR pode representar menor atividade fagocitaria,
individuos com o gendtipo TT, podem apresentar um fator de protecdo contra o dano
muscular ap6s um treinamento de alta demanda fisiologica. Entretanto, em nossa amostra
observamos apenas um individuo com o gendtipo TT, o que mais uma vez se presenta como
fator limitante na interpretagdo resultados aqui apresentados. Outros estudos, com novos
marcadores sanguineos € maiores frequéncias genotipicas para o SLC30A48, devem investigar

se a produ¢do de insulina dependente do genotipo SLC30A48 estd associada as adaptacgdes
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agudas e cronicas relacionadas a pratica esportiva, no que diz respeito a sintese proteica

muscular e a hipertrofia muscular, respectivamente.
SOX15 rs4227

A proteina HMG-box (Sox15) que ¢ codificada pelo gene SOXI15 ¢é postulada para
assumir um papel importante na diferenciagao miogénica, determinando o destino das células
musculares esqueléticas durante o desenvolvimento [125]. Foi identificado um pequeno
nimero de polimorfismos SOX15, embora que ainda ndo esteja claro se estes influenciam a
fun¢do do musculo esquelético ou a lesdo muscular. O SNP rs4227 envolve uma substitui¢do
G>T, onde o alelo T representa o alelo ancestral e 0 G ¢ o alelo menor. As conseqiiéncias
funcionais ¢ moleculares desta substituicdo ndo sdo claras. Entretanto, Pruna et al. [36]
relataram associacdo entre o rs4227 SNP e a incidéncia de lesdes musculares, expressa por
1000 h de exposicao ao futebol (treinamentos e jogos). Os atletas homozigotos para o alelo T
ancestral (gendtipo TT) tiveram a menor incidéncia de lesdes (7,8 lesdes por 1000 h) em
comparag¢do com os portadores do alelo G (10,2/1000 h e 14,8/1000 h para os genotipos GT e

GG, respectivamente).

Enquanto uma explicagdo mecanicista permanece pouco clara, Pruna et al. [36]
sugerem em seus resultados uma indica¢dao de que o alelo T ¢ necessario para a formacgao
adequada do musculo esquelético, e que individuos homozigdticos GG apresentam maiores
taxas de lesao devido a um efeito negativo ou inativacao da fungdo SOX. Nesse contexto, Lee
et al. [125] mostraram que os musculos de ratos com a¢do normal de SOX15 apresentaram
desenvolvimento muscular esquelético normal, por outro lado, imagens transversais do
musculo esquelético indicaram uma matriz extracelular menos pronunciada nos ratos com
deficiéncia de SOX15. Embora esta teoria seja baseada na sugestdo de que a inativagcdo da
SOX15 diminui a proliferacdo de células miogénicas e perturba a regeneragdo muscular, sdo

necessarios novos estudos para testar a hipdtese.

Os resultados da presente investigagdo, demostraram associacdo do SNP SOXI5
rs4227 com as concentragdes de IGF-1. Em valores gerais, individuos TT e GT apresentaram
maiores concentragoes de IGF-1 em compara¢do com individuos GG (16,12 pg/L e 21,14
ug/L contra 14,00 pg/L respectivamente); entretanto apenas o genotipo GT apresentou
diferenca significativa em relagdo ao genotipo GG (p< 0,01). Como ja abordado
anteriormente, assumindo que o IGF-1 influencia diretamente na diferenciagdo e ativagao de

células satélites para o reparo tecidual, esses achados podem contribuir com a sugestdo de
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Pruna ef al. [36] que indicam que o alelo T esta relacionado a um menor risco de lesdo por
ativacdo da SOXI15 que por sua vez, contribui para uma melhor constru¢do muscular.
Portanto, o mecanismo de desenvolvimento muscular mais adequado através da ativagao da
SOX15 pode estar relacionado a maiores concentracdes plasmaticas de IGF-1. Entretanto,
futuros estudos devem procurar confirmar essa e outras associagdes, a fim de trazer mais
esclarecimentos mecanicistas e fisioldgicos dos efeitos do SNP rs4227 sobre musculo

esquelético.

Conclusao

Individualmente, 9 SNPs (ACTN3 rs1815739, COL5A1 rs12722, COL5A1 rs3196378,
HGF 155745697, IGF1 rs35767, IL-6 rs1800795, MMP3 15679620, SLC30A8 1513266634,
SOX15 rs4227) foram significativamente associados com biomarcadores inflamatorios. Em
combinagdo, sete SNPs (COLS5AI rs12722, COL5A1 rs3196378, COL5AI rs1800012, HGF
1s5745697, IGF1 1s35767, IL-6 rs1800795 e MMP3 1s679620), explicaram em quatro

modelos de 16% a 40% da variag@o das respostas inflamatdrias em atletas de futebol.

Apesar dos mecanismos que sustentam as associagdes genéticas dos SNPs
relacionados a produgdo de coldgeno com as respostas inflamatorias em resposta a pratica
esportiva ndo estarem claros, nossos resultados identificaram diversas associa¢des envolvendo
0S SNPs COL5AI rs12722, COL5A1 rs3196378 ¢ COL5A1 rs1800012. Individualmente os
SNPs COL5A1 1s12722 ¢ COLS5SAI1 rs3196378 foram associados com as concentragoes
maximas de IL-6 e neutrdfilos. Em conjunto, os SNPs relacionados ao colageno (COL5A1
rs12722, COL5A1 rs3196378 e COL5A1 rs1800012) apareceram como preditores em trés dos
quatro modelos gerados. O SNP COLIAI rs1800012 em conjunto com o IGFI rs35767,
explicou no modelo mais robusto aqui apresentado, 40% da expressdao de TNFa em atletas de
futebol. Esses resultados indicam que esses polimorfismos podem exercer papel importante na
cascata inflamatéria apos a pratica esportiva. Entretanto, novos estudos sdo necessarios para
confirmar essas associacoes e elucidar os processos fisiologicos que suportam essas

associagdes.

Tais evidéncias podem ser usadas no futuro para a constru¢cdo de um painel genético
aperfeicoado que auxilie no entendimento da demanda inflamatdria de atletas com o intuito de
auxiliar as comissdes técnicas nas tomadas de decisdes para um controle de carga otimizado e
elaboracdo de estratégias de recuperagdo em uma clara aplicacdo de conceitos de medicina de

precisdo na ciéncia do esporte. Nosso objetivo foi trazer um olhar mais relacionado a
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influéncia de fatores genéticos sobre fendtipos relacionados ao processo inflamatoério, porém,
a inclusdo de varidveis ndo-genéticas (como idade, composi¢do corporal etc.) podem melhorar

os modelos aqui apresentados.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Nessa pesquisa foram realizados trés estudos diferentes, avaliando mais de 47 atletas
de futebol masculino da categoria sub-20 de times da primeira divisao do futebol brasileiro,
proporcionando a possibilidade de maior compreensdo sobre a influéncia de fatores genéticos

sobre a resposta inflamatdria ap6s uma sessao de treinamento de alta demanda fisioldgica.

Os resultados do estudo 1, mostraram que tanto a cinética quanto as concentragdes
sanguineas de biomarcadores inflamatdrios podem softrer influéncia dos genotipos para o gene
ACTN3, que ¢ o gene mais estudado em relacdo a fendtipos da performance fisica. Nesse
estudo, observamos através das concentragdes de moléculas pro-inflamatérias (como
neutrofilos, mondcitos, IL-6 ¢ TNFa) e de IGF-1, que individuos XX, possivelmente,
apresentam fase aguda inflamatdria prolongada e indicativos de em um relativo atraso no
processo de reparo tecidual em comparacdo com os individuos RR/RX. Esses achados
corroboram com outros estudos que apontam que além de seu papel estabelecido na estrutura
muscular e no desempenho fisico, o polimorfismo ACTN3 R577X potencialmente, pode

modificar as adaptagdes ao treinamento e a recuperagao apos o exercicio.

No estudo 2, nossos resultados sugerem que a abordagem de distdncia genética
baseada em 10 SNPs relacionados ao desempenho e Fis¢, em comparagdo com /000genomes,
foram replicaveis em populacdes similares, mas independentes de jogadores de futebol. Isto ¢
dificil de conseguir em populagdes misturadas devido a sua heterogeneidade. Estudar
populacdes altamente heterogéneas, como a populagdo brasileira, representa um grande
desafio para compreender a gendmica dentro e entre grupos étnicos. Se a "vantagem genética"
estiver presente em um grupo étnico, ela ndo serd revelada pela comparagdo de casos e
controles no mesmo grupo, mas sim pela comparagao de individuos de origens diferentes. Em
contrapartida, uma populagdo miscigenada contém a maioria dos alelos de um fendtipo
procurado, o que pode ser vantajoso na busca pelo entendimento da influéncia genética sobre
fenotipos especificos. Dessa forma, a etnicidade ¢ uma variavel importante a ser considerada
ao examinar o papel da hereditariedade no desempenho fisico e demanda fisioldgica no
esporte. Portanto, nossos resultados de replicacdo indicam mais uma vez uma possivel pressao
seletiva sobre os genes relacionados ao desempenho de jogadores de futebol de elite,
possivelmente relacionados simultaneamente ao desempenho fisico, ambiental, cognitivo e

aspectos socioculturais.
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No estudo 3, dos 28 SNPs avaliados, 9 foram associados individualmente com
diferentes biomarcadores ¢ 7 SNPs de maneira combinada, explicaram de 16 a 40% das
repostas inflamatorias em atletas de futebol. No entanto, cabe ressaltar que nesse estudo
utilizamos apenas variaveis genéticas como preditores. Com isso, futuros estudos com a
inclusdo de variaveis ndo-genéticas (como idade, composi¢do corporal etc.) podem melhorar
os modelos de predi¢do. Outro achado interessante do terceiro estudo, foram as associa¢des
encontradas entre diferentes SNPs relacionados a produgdo de colageno (COLSAI rs12722,
COL5A1 1s3196378 e COL5A1 rs1800012) e marcadores pro-inflamatorios (neutrofilos, IL-6
e TNFa), indicando que esses polimorfismos podem exercer papel importante na cascata
inflamatoria ap6s a pratica esportiva. Entretanto, novos estudos s3o necessarios para

confirmar esses achados e elucidar os processos fisioldgicos que suportam essas associacdes.

O uso de painéis genomicos baseados em polimorfismos genéticos ainda tem
resultados um tanto controversos (MONNERAT et al., 2019). O fato de que os genes
selecionados ndo sdo aleatorios, mas selecionados a partir de dados prévios referentes aos
fenoétipos, justifica uma investiga¢do mais profunda. Entretanto, a alta densidade de SNPs no
genoma humano e a possibilidade de que muitos deles estejam em desequilibrio de ligagdo e
ndo se segreguem independentemente fazem com que cada um dos painéis de SNPs
represente hapldtipos caracteristicos de muitos marcadores genéticos simultaneamente,
fazendo com que sua aplicagdo possa ser maior do que os dados isoladamente mostram.
Assim, espera-se que o uso de pain€is genOmicos cada vez mais precisos e aperfeicoadas
pelas novas tecnologias gendmicas de geracdo massiva de dados como o Sequenciamento de
Nova geragdo, possam aproximar a ciéncia do exercicio de uma real e eficiente aplicacdo da

medicina de precisdo em seus resultados esportivos.

Por fim, as evidéncias apresentadas nessa tese, podem ser usadas no futuro para a
construcdo de um painel genético aperfeicoado que auxilie no entendimento da demanda
inflamatoria de atletas. A obten¢do do conhecimento prévio de como um atleta provavelmente
ird responder a um determinado tipo de exercicio, ajudaria as comissodes técnicas na gestao da
carga de treinamento maximizando os processos de recuperacao e adaptagdes positivas ao
treinamento, reduzindo o risco de lesdes. Para isso, o uso de técnicas de geracdo massiva de
dados serd preponderante para que mais investigacdes com amostras ainda maiores, com um
grande nimero de variantes genéticas e incluindo fatores ambientais sejam realizadas para se

entender melhor a influéncia de genética sobre as respostas inflamatorias.
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A nido participacdo no treinamento por motivos de lesbes ortopédicas ou qualquer outro motivo. A presenca
de gémeos univitelinos nos grupos a serem estudados por possuirem perfis genéticos idénticos, apenas os
dados referentes a um deles fardo parte desta investigaco. E por fim, atletas que fazem uso de alguma
medicagio que influencie nas variaveis coletadas para as andlises das respostas inflamatarias.

Objetivo da Pesquisa:
ldentificar através de GWAS, possiveis polimorfismos genéticos relacionados a fendtipos fisicos, ao dano
muscular e & diferentes respostas inflamatdrias apds um treinamento excéntrico em atletas de futehaol

brasileiros.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Os riscos deste estudo séo relativamente pequencs e estio associados com dores musculares, cansago e
possivel desconforto devido 4 atividade fisica. Outro risco esta relacionado com a coleta sanguinea. Mo
entanto, a coleta de sangue sera feita pelo médico responsavel pelo departamento médico do clube
seguindo todas as recomendagbes necessarias para esse fipo de procedimento. Outro risco possivel € o de
constrangimento. Para minimiza-lo, as coletas serfo realizadas sempre individualmente, pelo médico do
clube, em uma sala separada e a confidencialidade dos dados serd sempre mantida.

BEMEFICIOS

& analise & o entendimento da influéncia de fatores genéticos sobre as respostas inflamatdrias de atietas de
futebol podem auxiliar na prescricdo de carga para atletas de futebel, maximizando o processo de
recuperagdo, reduzindo assim o risco de lesdes.

Enderego: SEPM 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificio Ex-INAN - Unidade || - Ministeério da Salde
Bairro:  Asa Morte CEP: T0750-521

UF: DF Municipio: BRAZILIA

Telefone: [6112315-5875 E-mail: conepisaude govbr
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COMISSAO NACIONAL DE { PlabaPormo
ETICA EM PESQUISA %ro.rl

Coniruagaa do Parecer 2.481.549

RESPOSTA: Solicitagdo atendida conforme texto grifado: Em estudos de genética as amostras sdo
armazenadas para estudos futuros e criago de bancos de dados. O BANCO DE DADOS S0 SERA
CRIADO APOS A DEVIDA AF'F'.D‘M.!;:ED DA CONEP, MEDIANTE SUBMISSAQ DE PROTOCOLO DE
DESENVOLVIMENTO, CONFORME ANEXO Il DA NORMA OPERACIOMNAL N® 001 DE 2011. Os dados de
cada participante receberdo um codigo e ndo terio nenhuma identificagdo que permita associa-lo a um
participante em particular. O cadastro das amostras & realizado através de um banco de dados, onde
apenas & equipe de pesguisadores, envolvida no projeto, tem acesso. As amostras restantes serdo
acondicionadas a 4 graus (por um periodo maximeo de 05 anos), no Laboratdric de Meurociéncias da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, devidamente identificadas com os
respectivos codigos. Caso algum pesguizador queira ufilizé-la futuramente, o mesmo devera submetar um
novo projeto e, somente depois da aprovagdoe do mesmo no Comité de Etiﬁa, tera acesso ao banco de
dados. Reforgamos que todos os dados gerados nessa pesquisa serdo mantidos em sigilo.

AMALISE: PENDENCIA ATENDIDA

Consideragdes Finais a critério da CONEP:
Diante do exposto, a Comizsdo Macional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigdes
definidas na Resolugdo CNS n® 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se

pela aprovacao do projeto de pesquisa proposto.

Situagdo: Protocolo aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagoes Basicas F'B_INFGHMA{;EJES_BASICAS_D'D_P 141112017 Aceito
do Projeto ROJETO 922547 pdf 20:23:26
Outros Carta_Resposta CONEP2Z pdf 14/11/2017 | Eduardo Mendonca Aceito

20:22:12 | Pimenta
TCLE/ Termos de | TCLE_para_responsaveis.docx 14/11/2017 | Eduardo Mendonca Aceiio
Assentimento / 20:19:34 | Pimenta
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de | TALE.docx 14112017 | Eduardo Mendonca Aceito
Agsentimento / 20:16:24 | Pimenta
Justificativa de

Enderegn:  SEPM 510 NORTE, BLOCO A 3® ANDAR, Edificio Ex-IMAN - Unidade || - Ministério da Salde
Bairro:  Asa Worte CEP: 70.750-521

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: [61)2315-5875 E-mail: conep@saude govlor
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Qo™

mo

Auséncia TALE. docx 141172017 | Eduardo Mendonga Aceito
20:16:24 | Pimenta

TCLE/ Termos de | TCLE.docx 14/11/2017 | Eduardo Mendonga Aceito

Assentimento / 20:16:09 | Pimenta

Justificativa de

Auséncia

Outros Carta_de_anuencia. pdf 16/10/2017 | Eduardo Mendonga Aceito
06:43:05 | Pimenta

Outros 692534171 parecerassinado. pdf 120072017 | Vivian Resende Aceito
13:59:33

Outros 692534171 aprovacacassinada_pdf 1200722017 | Vivian Resende Aceito
135926

Projeto Detalhado /| Projeto_detalhade Estudo de associac| 28/062017 | Eduardo Mendonga Aceito

Brochura ao_ampla_do_genoma_sem_atletas_de_i 10:45:20 | Pimenta

Investigador utebol docx

Outros Parecer_Consubstanciado. pdf 02/06/2017 | Eduardo Mendonga Aceito
10:17:39 | Pimenta

Folha de Rosto Folha_de_Rosto pdf 31052017 | Eduardo Mendonga Aceito
10:19:01 Pimenta

Situagao do Parecer:
Aprovado

BRASILIA, 02 de Fevereiro de 2018

Assinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio

(Coordenador)

Enderego: SEPM 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificic Ex-INAM - Unidade I - Ministério da Salds

Bairro:  Asa Morte

CEP: 70.750-521

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: [61)2315-5878

E-mail: conepifisaude gowbr




108

Anexo II — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TiTULO DO PROJETO DE PESQUISA:

ESTUDO DE ASSOCIACAO AMPLA DO GENOMA (GWAS) E A IDENTIFICACAO
DE VARIACOES GENETICAS EM JOGADORES DE FUTEBOL E SUAS
POSSIVEIS ASSOCIACOES COM O DANO MUSCULAR E RESPOSTAS

INFLAMATORIAS

Convidamos vocé para ser voluntirio do projeto de pesquisa intitulado “ESTUDO DE
ASSOCIACAO AMPLA DO GENOMA (GWAS) E A IDENTIFICACAO DE VARIACOES
GENETICAS EM JOGADORES DE FUTEBOL E SUAS POSSIVEIS ASSOCIACOES COM O
DANO MUSCULAR E RESPOSTAS INFLAMATORIAS”, cujo objetivo é identificar através
de GWAS, possiveis polimorfismos genéticos relacionados a fendtipos fisicos, ao dano
muscular e a diferentes respostas inflamatorias apds um treinamento excéntrico em atletas de

futebol brasileiros.

Vocé treinara normalmente em seu clube de futebol e seguira a programagdo de treinos do
mesmo. Inicialmente, serdo realizadas medidas antropométricas. A massa corporal (kg) sera
medida com uma balanga digital (Filizola®) com precisdo de 0,02 kg previamente calibrada.
A estatura (cm) sera medida utilizando-se um estadiometro acoplado a balanga digital
(Filizola®) com precisdo de 0,5 cm. As dobras cutineas (subescapular, triceptal, peitoral,
suprailiaca, supraespinhal, abdominal, coxa e panturrilha) serdo obtidas utilizando-se um
plicometro graduado em milimetros (Lange®). As circunferéncias (brago contraido e
panturrilha) serdo mensuradas através de um trena antropométrica com precisao de 0,1 cm
(Sunny®) e os didmetros 6sseos (biestiloide radio-ulnar, biepicondiliano de timero e
biepicondiliano de fémur) serdo obtidos através de um paquimetro antropométrico com
precisdo de 0,1 cm (Cescorf®). Em seguida serdo realizados os testes de campo especificos

para o futebol, j& rotineiros em seu clube.

Apoés esse momento inicial, no periodo da manha do dia 2 do estudo, ocorrera a primeira
coleta de sangue para a genotipagem e analise dos biomarcadores (Hemograma, CK, PCR, IL-

6, TNFa, IGF-1). Nesse mesmo periodo também sera realizada a aquisicdo de imagens
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termograficas. Em seguida vocé realizard a sessdo de treinamento excéntrico. ApoOs essa
sessdo de treinamento, serdo realizadas mais 4 coletas sanguineas para a andlise dos
biomarcadores. Essas coletas serdo realizadas nos momentos imediatamente apos, 3 horas
apos, 24 horas apos e 48 horas apos a sessdo de treinamento. Nos momentos 24 e 48 horas
apods também sera realizada a coleta de imagens termograficas. No momento de aquisi¢ao das
imagens termograficas vocé devera ficar de sunga. Todas essas coletas serdo realizadas pelo
médico responsavel do clube, individualmente, em uma sala separada e aclimatizada a 22°C e

65%URA.

Para monitoramento da sessdo de treinamento, 30 minutos antes, lhe serd entregue no
vestiario por um dos pesquisadores um aparelho de posicionamento por satélite (GPS) com
um cardiofrequencimetro acoplado (Polar Team System®, Finldndia) para serem utilizados

durante o treino.

Todos os seus dados pessoais serdo confidenciais, sua identidade ndo serd revelada
publicamente em hipdtese alguma e somente os pesquisadores envolvidos neste estudo terdo
acesso a essas informacdes. Os dados coletados serdo utilizados para fins de pesquisa e ensino
e ficardo armazenados no Laboratorio de Psicologia do Esporte e no Laboratério de

Neurociéncias da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais.

Os riscos deste estudo sdo relativamente pequenos e estdo associados com dores musculares,
cansacgo ¢ possivel desconforto devido a atividade fisica. Outro risco estd relacionado com a
coleta sanguinea. No entanto, a coleta de sangue sera feita pelo médico responsavel pelo
departamento médico do clube seguindo todas as recomendagdes necessarias para esse tipo de
procedimento. Outro risco possivel € o de constrangimento. Para minimiza-lo, as coletas serdo
realizadas sempre individualmente, pelo médico do clube, em uma sala separada e a
confidencialidade dos dados serd sempre mantida. Por outro lado, sua participacdo nesta
pesquisa proporcionara beneficios como produgdo e disseminagdo de conhecimento através de
artigos cientificos que serdo gerados, ajudando no processo de trabalho de treinadores

esportivos.

Nao esta prevista qualquer forma de remuneragdo para os voluntdrios. Todas as despesas
especificamente relacionadas ao estudo sdo de responsabilidade do Laboratorio de Psicologia

do Esporte.
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Vocé dispde de total liberdade para esclarecer as questdes que possam surgir durante a
pesquisa. Qualquer divida, por favor, entre em contato com os pesquisadores responsaveis
pelo estudo: Dr. Eduardo Mendonga Pimenta, tel. (31) 99156-3142 e Tane Kanope Ferriera
Serpa, (31) 99800-7878 ou com o Comité de Etica em Pesquisa: Av. Presidente Antdnio
Carlos, 6627 — Unidade Administrativa I — 2° andar, sl. 2005 cep. 31270901 - BH/MG, tel.
34094592, email: coep@prpq.ufmg.br. Vocé podera se recusar a participar deste estudo e/ou
abandona-lo a qualquer momento, sem precisar se justificar € sem que isso seja motivo de
qualquer tipo de constrangimento para vocé. Os pesquisadores podem decidir sobre a sua

exclusdo do estudo por razdes cientificas, sobre as quais vocé serd devidamente informado.

Antes de concordar em participar desta pesquisa e assinar este termo, os pesquisadores
deverdo responder todas as suas duvidas e, se vocé concordar em participar do estudo, deve

ser entregue uma via deste termo para voceé.

CONSENTIMENTO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito de todos os dados que li e concordo,
voluntariamente, em participar do estudo “Estudo de Associa¢do Ampla do Genoma (GWAS)
e a ldentificagdo de Polimorfismos Genéticos em Jogadores de Futebol e suas Associagoes

com a Fenotipos Fisicos, Dano Muscular e Respostas Inflamatorias”

Belo Horizonte de de 2020

Assinatura do voluntario:

Nome:

Declaro que expliquei os objetivos deste estudo para o voluntario, dentro dos limites dos meus

conhecimentos cientificos.

Tane Kanope Ferreira Serpa

Doutorando em Ciéncias do Esporte — EEFFTO/ UFMG
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Dr. Eduardo Mendonc¢a Pimenta
Orientador e Professor da EEFFTO/ UFMG
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Anexo III — Protocolo da sessdo de treinamento
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Anexo IV — Protocolo de extragao swab genoma completo

Protocolo de extracao swab genoma completo

Prepare as amostras e faca a digestdo com Proteinase K

a. Coloque um cotonete, com a cabega para baixo, em uma placa de poco profundo.
b. Quebre o bastdo das zaragatoas de modo que as zaragatoas assentem nos pocos sem
sobressair.

Os cotonetes recomendados tém um ponto de quebra facil, abaixo do cotonete, que
aparece como um leve recuo na porcao da haste do cotonete.

c. Prepare uma mistura de Proteinase K suficiente de acordo com a tabela a seguir e, em
seguida, inverta suavemente ou pipete varias vezes para cima e para baixo para
misturar bem os componentes.

Volume por poco Volume por placa (96 pogos) Volume 55 amostras
Componente' (uL) (mL) (uL)
Enhacer
Solution 40 4,22 2200
PBS 400 42,24 22000
Proteinase K 40 4,22 2200
Volume total 480 50,68 26400

IPipete os componentes na ordem em que estdo listados na tabela.

IMPORTANTE! Faca uma mistura suficiente para uso imediato. A mistura nao é
estavel por periodos prolongados e resultara em uma reducio do rendimento de DNA.

d. Adicione 480 pL da mistura de Proteinase K a cada pogo contendo um cotonete.

Tenha cuidado para evitar tocar a ponta da pipeta no cotonete ao pipetar a Mistura de
Proteinase K para os pocos de amostra.

e. Sele a placa com filme adesivo MicroAmp ™ e agite a placa selada a 900 rpm
(configuragao 9) por 5 minutos.
f. Retire a placa do agitador de placas e incube a 65°C por > 20 minutos.

IMPORTANTE! Organize as placas na incubadora para permitir o fluxo adequado em
torno dos pocos da placa para garantir que as amostras alcancem e mantenham
rapidamente a temperatura de incubagio.

Adicionar beads de ligacdo de DNA

a. Durante a digestdo da Proteinase K, prepare o DNA Binding Bead Mix de acordo com
a tabela a seguir.

Volume por po¢o Volume por placa (96 pogos) Volume 55 amostras
Componente (nL) (mL) (L)



114

Binding Solution 400 42,24 22000
DNA Binding

Beads 40 4,22 2200
Volume total 440 46,46 24200

b. ApoOs a digestdo com Proteinase K, transfira os lisados para os pogos correspondentes
de uma nova placa de pogos profundos e, em seguida, descarte os esfregagos bucais.

Transfira o lisado para uma nova 1. Utilizando a multicanal, pipete 480uL da placa com
placa lisado para um anova placa, uma coluna por vez
2. Certifique-se de que cada pocinho contenha entre 420-
480uL depois da transferéncia.
c. Adicione 440 pl de DNA Binding Bead Mix a cada pogo de amostra e pipete para
cima e para baixo 5 vezes para misturar.

Nota: a mistura ¢ viscosa, pipete lentamente para garantir que a quantidade correta seja
adicionada.

IMPORTANTE! Evite criar bolhas durante a mistura e aliquota.

d. Sele a placa com o filme adesivo transparente MicroAmp ™, garantindo que esteja
adequadamente selado ao redor dos pogos individuais.

e. Agite a placa selada por 5 minutos a 800 rpm (configuragao 8).

f. Coloque a placa selada no suporte magnético por pelo menos 5 minutos ou até que
todas as beads tenham sido coletadas.

Lave as beads de ligacao de DNA

a. Mantendo a placa sobre o ima, remova cuidadosamente a tampa e aspire lentamente e
descarte o sobrenadante de cada pogo.

IMPORTANTE! Evite encostar nas beads.

b. Remova a placa do suporte magnético e adicione 1 mL de Solugdo de Lavagem I a
cada amostra.

c. Volte a selar a placa e agite durante 1 minuto a 800 rpm (configuracdo 8).

d. Coloque a placa de volta no suporte magnético por 1 minuto ou até que todas as beads
tenham sido coletadas.

e. Mantendo a placa no ima, remova a tampa com cuidado e descarte o sobrenadante de
cada poco.

IMPORTANTE! Evite encostar nas beads.

f. Repita as etapas b — e usando 1 mL de solucdo Wash II.

g. Repita as etapas b — e usando 500 pL de solucdo Wash IL

h. Seque as beads agitando a placa (descoberta) por 2 minutos a 900 rpm (configuracao
9).

Eluir o DNA
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a. Adicione 50-100 pL de solugdo de eluicdo a cada amostra e sele a placa com o filme
adesivo transparente MicroAmp ™.,
Coloque a placa em uma incubadora a 70°C por 5 minutos.

c. Remova a placa da incubadora e coloque no agitador de titulagdo por 5 minutos a 800
rpm (configuragdo 8).

d. Coloque a placa selada no suporte magnético por 3 minutos para sedimentar as beads
contra os imas.

e. Mantenha a placa no ima e remova cuidadosamente o selo, em seguida, transfira os
eluatos (que contém o gDNA purificado) para uma placa padrdo nova (nao de pogo
profundo).

IMPORTANTE! Para evitar a evaporacao, vede a placa que contém o eluato
imediatamente apés a conclusido das transferéncias.

O DNA purificado esta pronto para uso imediato. Como alternativa, armazene a placa a 2—
6°C por 24 horas ou a < —-20°C para armazenamento de longo prazo.



Anexo V — Protocolo de sequenciamento do genoma completo (WGS)
PROTOCOLO WGS ILLUMINA

Nk W=

Quantificar as amostras no Qubit (maximo 7 dias antes da execugao).
Deixar o reagente RSB atingir a temperatura ambiente.
Calibrar o shaker de placas para 1800 rpm.
Identificar as placas com o barcode (DNA, CFP, CSP, IMP).
Normalizar as amostras com RSB (Resuspension Buffer).

a. Acrescentar volume de RSB as amostras conforme tabela 1 (1ug de DNA para

fragmentos de 350 bp).

Tabela 1 - Tabela de diluicdo das amostra
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| sigl Quanificnto | Volumed | Conenrio | Voume | \olume
MATHEUS ISAIAS CARVALHO CHAGAS DE

1 | MICCO | OLIVEIRA 453 22,07 18,18 55 32,93
2 RCSP | RIQUELME COSTA SANTOS PAULO 23,2 43,10 18,18 55 11,90
3 OLZ | OSMAR LUCAS ZOCCHI 31,9 31,34 18,18 55 23,66
4 Joarley | Joarley 26,4 37,88 18,18 55 17,13
5 LE Luis Eduardo 49,3 20,28 18,18 55 34,72
6 LO Luis Otavio 49,8 20,08 18,18 55 34,92
7 DT Daivison Tiburcio 37,6 26,59 18,18 55 28,41
8 1C lago Campos 41,3 24,21 18,18 55 30,79
9 MBR | MICHAEL BATISTA RODRIGUES 80,4 12,44 18,18 55 42,56
10 NB Natan Brito 49,5 20,20 18,18 55 34,80
11 SE Samuel Ethor 100 10,00 18,18 55 45,00
12 GS Guilherme Souza 85,4 11,71 18,18 55 43,29
13 | VHMR | VINICIUS HENRIQUE MARTINS REIS 16,2 < 18,18 55 o
14 GA Giovane Albuquerque 39,6 25,25 18,18 55 29,75
15 LMS | LUCAS MORAIS DE SOUZA 32,3 30,96 18,18 55 24,04
16 TJ Thiago Juan 96,2 10,39 18,18 55 44,61
17 IS Isaque Storoli 74,2 13,48 18,18 55 41,52
18 WH Wesley Hudson 55 18,18 18,18 55 36,82
19 | PCBS | PEDRO CESAR BARONI SERRANO 45,5 21,98 18,18 55 33,02
20 | JGFMD | JOAO GABRIEL FERREIRA MACARIO DIAS 18,2 > 18,18 55 o
21 LSS LUCAS DOS SANTOS SOUZA 38 26,31 18,18 55 28,69
22 MV Michael Vitorino 54 18,52 18,18 55 36,48
23 MS Micael dos Santos 58 17,24 18,18 55 37,76
24 GS Guilherme Santos 60 16,67 18,18 55 38,34
25 LF Luis Fernando 88,2 11,34 18,18 55 43,66
26 RR Rian Roberto 49,5 20,20 18,18 55 34,80
27 LO Luciano Oliveira 26,1 38,31 18,18 55 16,69
28 | VWM VINICTUS VENTURA-MOREIRA 3,36 - 18,18 55 -
30 PC Patrick Cruz 254 39,37 18,18 55 15,63
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31 | CRBB | CAIO RANGEL BARBOSA BARREIROS 41,1 24,33 18,18 55 30,67
32 EAT | ELDER AZEVEDO TIMM 47,1 21,23 18,18 55 33,77
33 CS Caleb silva 39,7 25,19 18,18 55 29,81
34 IM lury Marley 48.4 20,66 18,18 55 34,34
35 MC Matheus Campos 60 16,67 18,18 55 38,34
36 CcC Claudio Coelho 81,6 12,25 18,18 55 42,75
37 | VAST | VINICIUS AUGUSTO DOS SANTOS TOMAZ 38,1 26,24 18,18 55 28,76
38 HR Hiago Ribeiro 156,8 6,38 18,18 55 48,62
39 ML Matheus Lima 33,3 30,03 18,18 55 24,97
40 KSS KEVYN DA SILVA SOARES 8,06 * 18,18 55 o

41 | MHAS | MATEUS HENRIQUE ALVES SILVA 29,3 34,13 18,18 55 20,87
42 CD Carlos Daniel 146,8 6,81 18,18 55 48,19
43 NA Alex Nascimento 53 18,87 18,18 55 36,13
44 KK Kevin Kesley 45,9 21,78 18,18 55 33,22
45 GHE | GUHHERME-HENRIQUEFRANCHESCHY 3,25 - 18,18 55 -

46 | VGMC | VICTOR GABRIEL DA MATA CORREA 31,9 31,34 18,18 55 23,66
47 LC Lucas Dias 54 18,52 18,18 55 36,48
48 GC Gabriel Chagas 354 28,25 18,18 55 26,75
49 RS Rocyan Santiago 12,2 81,96 18,18 55 -26,96
50 EE Emmanuel Elias 48,5 20,62 18,18 55 34,38

*Usar todo o volume de amostra
**Completar para 55 pL

Lo

Vortexar as amostras a 1800 rpm por 2 minutos.

Centrifugar as amostras a 280 x g por 1 minuto.

Acondicionar as amostras em recipiente de forma a manté-las congeladas.
Levar as amostras para a USP para fragmentacao.

Fragmentacdao do DNA - USP

1. Transferir 53uLL do DNA separadamente nas strips COVARIS.
2. Centrifugar a 280 x g por 5 segundos.

3. Colocar no equipamento conforme protocolo:

Duty Cycle (%) 20

Intesity -

Peak/Displayer Power (W) 75

Cycles/Burst 1000

Duration (seconds) 35*

Mode -

Temperature (°C) 7

*QO tempo vai variar entre 30, 35 ou 34 segundos se for realizado em microtubo individual, microtubo em strip
ou em placa, respectivamente. 15 minutos aproximadamente para 24 amostras.

4.

3.
6.
7

Centrifugar a 280 x g por 5 segundos.

Transferir S0uL. das amostras para tubo de low bind.
Acondicionar as amostras em recipiente de forma a manté-las congeladas.
Levar as amostras de volta ao DLE.
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Clean Up
1. Retirar o reagente SPB por, no minimo, 30 minutos a temperatura ambiente.
2. Preparar etanol 80% em volume suficiente para 800uL/amostra (21,6mL).
1 X 30
Etanol 640 19200
H20 160 4800
Total 800 24000
3. Transferir as amostras fragmentadas para placa CFP. Conforme abaixo.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 - MICCO 9 - MBR 17-18
2-RCSP 10 - NB 18 - WH
3-0LZ 11-SE 19 - PCBS
4-JT 12-GS 20 - JGFMD
5-LE 13 - VHMR 21-1SS
6-10 14 - GA 22-MV
7-DT 15 - LMS 23-MS
8- IC 16-TJ 24-GS
PLACA BIBLIOTECA 01 — 12 ¢ 13/07/2021
1 2 3 4 5 6 7 10 11 12
25-LF 34-1M 42-CD
26 - RR 35-MC 43-NA
27-10 36-CC 44 -KK
28-VVM 37- VAST 46 - VGMC
30-PC 38 - HR 47-1D
31-CRBB 39 - ML 50 - EE
32 - EAT 40-KSS
33-CS 41 - MHAS
PLACA BIBLIOTECA 02 — 14 ¢ 15/07/2021
4. Vortexar SPB.
5. Dispensar 80pL de SPB em cada pogo.
6. Vortexar a 1800 rpm por 2 minutos.
7. Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.
8. Centrifugar a 280 x g por 1 minuto.
9. Colocar a placa na rack magnética e esperar até que o liquido esteja claro
(aproximadamente 8 minutos).
10.  Remover e descartar o sobrenadante.
11. Adicionar 200uL de etanol 80% em cada poco.
12.  Incubar na rack magnética por 30 segundos.
13. Remover e descartar todo o sobrenadante.
14.  Adicionar 200uL de etanol 80% em cada pogo.
15. Incubar na rack magnética por 30 segundos.
16.  Remover e descartar todo o sobrenadante.




17.  Utilizar uma pipeta de 20uL para remover o etanol residual.

18. Deixar secar a temperatura ambiente na rack magnética por 5 minutos.
19.  Adicionar 62uL. RSB a cada pogo e retire a placa da raque magnética.
20. Vortexar a 1800rpm por 2 minutos.

21.  Incubar a temperatura ambiente por 2 minutos

22. Centrifugar a 280 x g por 1 minuto.
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23. Colocar a placa na rack magnética e esperar até que o liquido esteja claro (2-5

minutos).

24, Transferir 60pL do sobrenadante para a placa IMP.

Preparacio dos fragmentos

Wb W=

Deixar os reagentes ERP 2 atingirem a temperatura ambiente e conserve no gelo
Pré-aqueca o termociclador a 30°C.

Identifique as midi plates como ALP e CEP.

Adicionar 40uL de ERP2.
Vortexar a placa a 1800 rpm por 2 minutos.

Centrifugar a 280 x g por 1 minuto.

Aquecer a placa no termociclador a 30°C por 30 minutos.

Colocar a placa imediatamente no freezer, até a proxima etapa.

Vortexar o SPB e prepara-lo em um tubo conico de 15 mL conforme abaixo.

Reagentes 1 X 30
SPB 109,25 32715
H20 74,75 2242,5

Remocédo de fragmentos grandes

2.
3.
4

Centrifugar a 280 x g por 1 minuto.

Adicionar 160puL do SPB em cada poco.
Vortexar a placa a 1800 rpm por 2 minutos.
Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

Colocar a placa na rack magnética e esperar até que o liquido esteja claro

Transfira 250uL do sobrenadante para a placa CEP.
Descarte o SPB residual.

1. Voxtexar o SPB diluido.

5
6.
(aproximadamente 5 minutos).
7
8

Remocao de fragmentos pequenos

1. Vortexar SPB (nao diluido).

2. Adicionar 30uL de SPB (nao diluido) em cada poco.

3. Vortexar a 1800 rpm por 2 minutos.

4. Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

5. Centrifugar a 280 x g por 1 minuto.

6. Colocar a placa na rack magnética e esperar até que o liquido esteja claro
(aproximadamente 5 minutos).

7. Remover e descartar o sobrenadante.

8. Adicionar 200uL de etanol 80%.

9. Incubar na rack magnética a temperatura ambiente por 30 segundos.
10. Remover e descartar todo o sobrenadante.

11.  Adicionar 200uL de etanol 80%.



120

12.  Incubar na rack magnética a temperatura ambiente por 30 segundos.
13. Remover e descartar todo o sobrenadante.

14.  Utilizar uma pipeta de 20uL para remover todo o etanol residual.

15. Deixar secar na rack magnética a tempertaura ambiente por 5 minutos.

16.  Adicionar 17,5uL RSB e remover da rack magnética.
17. Vortexar a placa a 1800 rpm por 2 minutos.

18.  Incubar a temperatura ambiente por 2 minutos.
19. Centrifugar a 280 x g por 1 minuto.
20. Colocar a placa na rack magnética e esperar até que o liquido esteja claro

(aproximadamente 5 minutos).

21. Transfira 15uL do sobrenadante para a placa ALP.
22. Selar a placa com Microseal B

23.  Armazenar a placa entre -25°C e -15°C.

PONTO DE PARADA
Preparacdo da biblioteca
1. Deixar os reagentes ATL atingir a temperatura ambiente.
2. Deixar o RSB por 30 minutos a temperatura ambiente.
3. Programar o termociclador conforme abaixo,iniciar o programa e pausar quando

atingir a primeira temperatura:

Temperatura Tempo (minutos) Ciclo
37°C 30 1
70°C 5 1

4°C HOLD 0

— Q@ m m O o w »

4. Adicionar 2,5uL de RSB em cada pogo.
5. Centrifugar ATL a 600 x g por 5 segundos.
6. Adicionar 12,5uL ATL em cada poco.
7. Vortexar a placa a 1800 rpm por 2 minutos.
8. Colocar a placa no termociclador e continuar a corrida com a tampa aquecida.
0. Colocar a placa no freezer, imediatamente, por 5 minutos.
Ligacdo dos adaptadores
1. Deixar o reagente CTL a temperatura ambiente e manté-lo no gelo.
2. Deixar os reagentes RSB e SPB por 30 minutos a temperatura ambiente
3. Retirar os adaptadores DNA 10 minutos antes do uso.
4. Pré-aquecer o terociclador a 30°C.
1 2 3 4 5 6 7 10 1 12
1-MICCO | 9-MBR 17-18 25-LF 34-1M 42-CD

2-RCSP | 10-NB | 18-WH | 26-RR_| 35-MC | 43-NA

3-0LZ 11-SE_| 19-PCBS | 27-10 36-CC_ | 44-KK

4-JT 12-GS | 20-JGFMD | 28-VVM | 37-VAST | 46 - VGMC

5-LE_ | 13-VHMR | 21-18S | 30-PC 38 - HR 47-1D

6-LO 14-GA | 22-MV_ | 31-CRBB | 39-ML 50 - EE

7-DT 15-LMS | 23-MS | 32-EAT | 40-KSS

8- IC 16 - TJ 24-GS 33-CS | 41-MHAS

PLACA BARCODES
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Identificar as placas com CAP barcode e outra com a etiqueta de barcode.
Centrifugar a placa a 280 x g por 1 minuto.

Remover cuidadosamente o selo.

Identifique a placa com a etiqueta “Index Adapter Barcode”.

Retire o regente LIG2 do freezer e manter no cooler.

0.  Adicione os reagente na ordem listada:

a. 2,5uL de CTL (ou RSB);

b. 2,5uL de DNA adapters;

c. 2,5uL de LIG2.

bl i

11. Selar a placa.
12. Vortexar a placa a 1800 rpm por 2 minutos.
13.  Centrifugar a placa a 280 x g por 1 minuto.
14. Incubar a placa por 10 minutos a 30°C no termociclador, com a tampa fechada e
aquecida.
15. Preparar etanol 80% em volume suficiente para 800uL/amostra (21,6mL).
1 X 30
Etanol 640 19200
H20 160 4800
Total 800 24000
16. Colocar imediatamente no gelo. Até a proxima etapa estar pronta.

17. Centrifugar o STL a 600 rpm por 5 segundos.
18.  Adicionar 5pL de STL em cada pogo.

19. Vortexar a 1800 rpm por 2 minutos.

20. Centrifugar a 280 x g por 1 minuto.

Remocao dos fragmentos ndo ligados

1. Adicionar 42,5uL de SPB em cada pogo.

2. Vortexar a 1800 rpm por 2 minutos.

3. Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.
4.

5.

Centrifugar a 280 x g por 1 minuto.
Colocar a placa na rack magnética e esperar até que o liquido esteja claro (2-5

minutos).

6. Remover e descartar o sobrenadante.

7. Adicional 200uL de etanol 80%.

8. Incubar na rack magnética por 30 segundos.

9. Remover e descartar todo o sobrenadante.

10.  Adicional 200puL de etanol 80%.

11. Incubar na rack magnética por 30 segundos.

12.  Remover e descartar todo o sobrenadante.

13.  Utilizar pipeta de 20uL para remover todo o residuo de etanol.
14.  Deixar secar a temperatura ambiente por 5 minutos.
15.  Adicionar 52,5uL RSB

16.  Remover a placa da rack magnética.

17. Vortexar a 1800 rpm por 2 minutos.

18.  Incubar a temperatura ambiente por dois minutos.

19. Centrifugar a 280 x g por 1 minuto.
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20. Colocar a placa na rack magnética e esperar até que o liquido esteja claro (2-5
minutos).

21. Transferir 50pL do sobrenadante para a placa CAP.

22. Adicionar 50uL de SPB em cada pogo.

23. Vortexar a 1800 rpm por 2 minutos.

24. Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

25. Centrifugar a 280 x g por 1 minuto.

26. Colocar a placa na rack magnética e esperar até que o liquido esteja claro (2-5
minutos).

217. Remover e descartar o sobrenadante.

28.  Adicional 200uL de etanol 80%.

29. Incubar na rack magnética por 30 segundos.

30.  Remover e descartar todo o sobrenadante.

31. Adicional 200uL de etanol 80%.

32.  Incubar na rack magnética por 30 segundos.

33. Remover e descartar todo o sobrenadante.

34.  Utilizar pipeta de 20uL para remover todo o residuo de etanol.

35. Deixar secar a temperatura ambiente por 5 minutos.

36.  Adicionar 22,5uL RSB

37.  Remover a placa da rack magnética.

38. Vortexar a 1800 rpm por 2 minutos.

39. Incubar a temperatura ambiente por dois minutos.

40. Centrifugar a 280 x g por 1 minuto.

41. Colocar a placa na rack magnética e esperar até que o liquido esteja claro (2-5
minutos).

42. Transferir 20nL do sobrenadante na placa TSPI.
43. Selar a placa.
44. Armazenar a placa a entre -25°C e -15°C.

PONTO DE PARADA
Quantificacdo da biblioteca - KAPA

1. Adicione 1mL do Primer Premix (10X) no reagente KAPA SYBR FAST qPCR
Master Mix (2X) (5mL).

2. Diluir as amostras usando o DNA buffer (10mM Tris-HCI) conforme abaixo:
vol de amostra|Vol de Buffer
Dilui¢do | (uL) (uL)
1:100 2 98
1:1.000 5 45 a
1:10.000 5 45
1:20.000 25 25

Devido ao grande volume de amostras, levando em consideracdo que havera duas dilui¢des
para cada amostra e que elas deverao estar em duplicata, a quantificagao deve ser dividida em
2 placas (placa 1 e 2 primeira batelada e placa 3 e 4 segunda batelada).

3. Pipetar em cada poco:

Vol/amostra Vol MIX 1 (x|Vol MIX 2 (x
Reagente (uL) 100) 35)




4.
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KAPA SYBR FAST qPCR Master 12 1200 420
Mix (2X) + Primer Premix (10X)
H20 4 400 140
Biblioteca 4 -
Total 20 1600 560
Distribuir 16puL. do mix em cada pogo conforme abaixo.
a. Placal (Mix 1)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A C1 C1 AMO03 AMO03 AM 11 AM 11 AM 19 AM 19 AM 05 AM 05 AM 13 AM 13
B C2 C2 AM 04 AM 04 AM 12 AM 12 AM 20 AM 20 AM 06 AM 06 AM 14 AM 14
C C3 Cc3 AM 05 AM 05 AM 13 AM 13 NTC NTC AM 07 AM 07 AM 15 AM 15
D Ca4 C4 AM 06 AM 06 AM 14 AM 14 AM 08 AM 08 AM 16 AM 16
E C5 C5 AM 07 AM 07 AM 15 AM 15 AM 01 AMO1 AM 09 AM 09 AM 17 AM 17
F C6 C6 AM 08 AM 08 AM 16 AM 16 AM 02 AMO02 AM 10 AM 10 AM 18 AM 18
G| AMO1 AM 01 AM 09 AM 09 AM 17 AM 17 AMO03 AM 03 AM 11 AM 11 AM 19 AM 19
H{ AMO02 AM 02 AM 10 AM 10 AM 18 AM 18 AM 04 AM 04 AM 12 AM 12 AM 20 AM 20
Amostras Diluidas 1:100 Amostras Diluidas 1:1000
b. Placa?2 (Mix 2)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Cl Cl AM 23 AM 23
B C2 C2 AM 24 AM 24
C C3 C3 NTC NTC
D Cc4 C4
E C5 C5 AM 21 AM 21
F C6 Ccé6 AM 22 AM 22
G| AM21 AM 21 AM 23 AM 23
H| AM22 AM 22 AM 24 AM 24
Amostras Diluidas 1:100 Amostras Diluidas 1:1000
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Cl Cl AM 27 AM 27 AM 35 AM 35 AM 43 AM 43 AM 29 AM 29 AM 37 AM 37
B C2 C2 AM 28 AM 28 AM 36 AM 36 AM 44 AM 44 AM 30 AM 30 AM 38 AM 38
C C3 C3 AM 29 AM 29 AM 37 AM 37 NTC NTC AM 31 AM 31 AM 39 AM 39
D C4 C4 AM 30 AM 30 AM 38 AM 38 AM 32 AM 32 AM 40 AM 40
E C5 C5 AM 31 AM 31 AM 39 AM 39 AM 25 AM 25 AM 33 AM 33 AM 41 AM 41
F C6 C6 AM 32 AM 32 AM 40 AM 40 AM 26 AM 26 AM 34 AM 34 AM 42 AM 42
G| AM25 AM 25 AM 33 AM 33 AM 41 AM 41 AM 27 AM 27 AM 35 AM 35 AM 43 AM 43
H| AM26 AM 26 AM 34 AM 34 AM 42 AM 42 AM 28 AM 28 AM 36 AM 36 AM 44 AM 44
Amostras Diluidas 1:100 Amostras Diluidas 1:1000
c. Placa3 (Mix 1)
d. Placa4 (Mix 2)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Cl Cl AM 47 AM 47
B C2 Cc2 AM 48 AM 48
C C3 C3 NTC NTC
D C4 C4
E C5 C5 AM 45 AM 45
F C6 Ccé6 AM 46 AM 46
G| AM45 AM 45 AMA47 AMA47
H| AM46 AM 46 AM 48 AM 48

Amostras Diluidas 1:100 Amostras Diluidas 1:1000

Anotar as concentragdes dos calibradores, conforme abaixo.
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DMA Standard 1 20 pM
DMA Standard 2 2 pM
DMA Standard 3 02 pM
DMA Standbrd 4 0.02 pM
DA Standard 5 0.002 pM
DA Standard 6 0.0002 pM
6. Correr as placas segundo o protocolo abaixo.
Temperatura | Tempo | Ciclos
Desnaturacao
inicial 95°C 5 min 1
Desnaturacao 95°C 30 seg 35
Annealing/Extensao 60°C 40 seg
7. Para analise das concentragdes, levar em consideracdo o tamanho dos controles como
452bp.
8. Fazer o calculo das concentragdes de acordo com a curva de calibragdo. Use a média

das réplicas para determinar a concentragdo das dilui¢des. Faga o ajuste no calculo avaliando
a diferenca de tamanho dos fragmentos da biblioteca (ndo utilizar o tamanho obtido no
Bioanalyzer) e o controle (STD 0) de 452 pb. Calcular a concentragdo das amostras ndo
diluidas de acordo com os fatores de diluicdo (use a média das réplicas). Caso uma réplica
seja fora do desvio padrdo, ele pode ser omitido do calculo, se as duas réplicas estiverem fora,
repita a quantificacao.

(Ctamostra —Py)
a) [Concentracio da amostra em pM| = exp-siope dacurva de calibragio

b) Correcgio do tamanho do fragmento = [Concentragdo da amostra em pM] X
(452%1470")

c) [Concentragio corrigida em pM] = [Correcgdo do tamanho do fragmento] X
diluicio da amostra®

[Concentragio corrigida em pM]

d) [Concentragio da amostra em nM] = 000

e) Concentragio média® =
(Concentracio da amostra em nM da replica 1 + Concentracio da amostra em nM da réplica 2)
2

~ . (Concentragio média,+Concentracio média,)
Concetracao final da amostra® =
f) gdo f >

Legenda: Ctinostra = Ciclo de amplificagio em que a reagio acumula fluorescéncia suficiente
para ultrapassar a linha de threshold do alvo. Py = Ponto de interceptacdo em y, onde o grafico da
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Controle de qualidade das bibliotecas - Verificar o tamanho das bibliotecas no TapeStation.

1. Tirar os reagentes 30 minutos antes de iniciar o processamento.

2. Vortexar os reagentes antes do uso.

3. Prepare o ladder misturando 10uL do buffer de amostra (tampa verde) e 1uL do
Genomic DNA Ladder (tampa amarela).

4. Prepare as amostras misturando 10uL do buffer de amostra (tampa verde) e 1uL de

amostra (concentragdao 10-100 ng/uL).

S. Dar um spin nas amostras.

6. Vortexar utilizando o vortex IKA a 2000 rpm por 1 minuto.

7. Dar um spin das amostras.

8. Abrir o software do equipamento.

0. Inserir a placa no equipamento.

10. Inserir as ponteiras no equipamento.

11.  Retire o kit do pacote.

12. Segure o dispositivo ScreenTape com a etiqueta voltada para vocé e toque levemente a

parte superior do dispositivo. Se houver pequenas bolhas presentes, isso as movera para o
topo da camara.

13.  Insira o dispositivo ScreenTape no instrumento, com a etiqueta voltada para a frente
do instrumento e o cddigo de barras de frente para a direita.

14. Insira as amostras no instrumento.

15. Selecione os tubos ou pogos que deseja executar clicando e arrastando o mouse sobre

os locais de amostra na interface do usudrio.
a. Os pocos selecionados mudardo de cor de branco.
b. As faixas selecionadas na imagem do dispositivo ScreenTape mudarao de cor.
c. Pistas que foram percorridas anteriormente aparecerdo cinza
16. A selecdo da amostra pode ser excluida clicando com o botdo direito na amostra. Um
menu aparecera com as seguintes opgoes:
a. Limpar todas as selecdes - isso limpara o pogo da escada e todos os pocos de
amostra selecionados.
b. Limpar Ultima sele¢do - isso ird limpar apenas as Ultimas amostras a serem
selecionadas (em destaque).
17.  As descrigdes das amostras podem ser inseridas manualmente no software antes que o
instrumento seja iniciado e enquanto o instrumento estiver operando, antes que o software de
analise TapeStation seja iniciado. OU Os dados de amostra podem ser copiados e colados de
uma tabela do Excel.

18. Click no botao “Start”. Abrird uma tela para inser¢do do nome do arquivo a ser salvo.
19. Levante a tampa do instrumento.
20.  Certifique-se de que ha ponteiras novas no equipamento e que todas as amostras foram

carregadas corretamente com as tampas removidas e correspondem a selecao da amostra na
tela.

21. Feche a tampa.

22. Clicar em “OK”.

23. Quando terminar, um pop-up solicitara a remoc¢do do cartucho de ponteira e
Dispositivo ScreenTape.
24. Remova-os.

25. Clicar em “OK”.
26. Analisar os resultados.
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Lavar o equipamento antes de iniciar a corrida

1. 400mL de H>O Miliq no wash well

2. SmL de H>O Miliq no Fill

Este procedimento dura aproximadamente 80 minutos.
Criacdo da corrida no Software Illumina Experiment Manager

1. Clicar em “Create Sample Sheet”.

2. Selecionar o equipamento “NovaSeq”.

3. Clicar em “Next”.

4. Clicar em “Next” novamente, pois para este kit neste equipamento s existe a opgao
de FASTQ.

5. Preencher conforme abaixo:

a. Reagent Kit Barcode: Colocar o nome da corrida e data. (ex:
OMNI16JULHO2021Dial);

b. Library Prep Workflow: escolher o kit de biblioteca utilizado — TruSeq DNA PCR-
Free;

c. Index Adapter: escolher o kit de barcode utilizado—» IDT-ILMN TruSeq DNA UD
Indexes (96 Indexes);

d. Index Read: 2 (dual);

e. Experiment Name: OMNI Bibliotecal;

f.  Read type: Paired End;

g. Cycles Read 1: 151 —Flow de 300 ciclos (calculado pela equagdo:
(Tamanho do tape — index)/2; T

h. Cycles Read 2: 151;
i.  Consumable Version: 1.5

J. Deixar desabilitado o NovaSeq Xp workflow;
k. Deixar habilitado Use Adpater Trimming;

1. Deixar habilitado Use Adpater Trimming 2

Ty Mlumina Experiment Manager - o X

lllumina Experiment Manager

NovaSeq FASTQ Only Fun Settings NovaSeq FASTQ Only Wordiow-Specic Settings
Reagent Kit Barcods™ OMNIXXAGOSTO20210ia2 Consumable Version” O Version 1 @® Version 15
Library Prep Workflow TuSeq DNA PCR-Free v 7 NovaSea %o workiow
Index Adapters IDTHLMN TruSeq DNA UD Indexces (96
Use Adapter Trimming
Index Reads QO 0fere) O 1(Snge) @ 2 (Dual)
Expermert Name OMHNI_Bibliteca2 Use Adapter Trimming Read 2
it Hame 1
Date 7221 B~
Read Type @ ParedEnd (O Single Read
Cycles Read 1 151
Cycles Read 2 151
- required field
6 Clicar em “Next”

7. Clicar em “Maximize”
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lllumina Experiment Manager

Sample Sheet Wizard - Sample Selection
it 03 weckade © sagis theet

“omaured feid ] Maomae

Samplel | SarghaMame | Flae eell I5Sequarce | SamghePropect | Descrgmon

Irdex iell” | e (1T | 17 Sequence | Indea (15"

=TS :
Sarpie Sheet s ek
Rageon o Sampies e bean ackdad 2 th pamplesrast
8. Clicar em “Add Blank Row” para adicionar as amostras.
Feay lllumina Experiment Manager [m] X
lllumina Experiment Manager
Sample Sheet Wizard - Sample Selection
Samples to include in sample sheet
*-required field Maximize:
Sample ID* |Samp\eName ‘P\me ‘w:n ‘\nde!we\\‘ |\mlex1 (% ‘I?Sequenoe |\ndex2(\5)‘ I5 Sequence | Sample Project | Description
?
Sample Sheet Status:  Invalid
Reason: Not ol Samples in this sample sheet have all the required fields
_—

Adicionar a identificagdo de cada paciente nas linhas em branco adicionadas.
10.  Adicionar o nome da amostra.

11.  Adicionar o “Index Well”, indicando qual pogo da placa de barcodes utilizado para
cada amostra (Ligacao de Barcodes — pagina 5).
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lllumina Experiment Manager

12.
13.

Sagple ret Wizard - Segpple Selection

Sampi include in samPfkheet

~-required field Maxmize

Sample ID° |Samu\eNam ‘P\me

‘ el

| Indexc Well” ‘ Index (I7)”

‘ 17 Sequence ‘ Index2 (15)"

‘ 15Sequence | Sample Project | Description

OMNI_OT_MIC | OMNI_01_MICCO
OMNI_02_RC | OMN|_02_RCSP
OMNI_03 OL | OMNI_03_0LZ
OMNI_D4_JT | OMNI_04_JT
OMNI_05_LE | OMN|_05_LE
OMNI_0S_LO | OMNI_05_LO
OMNI_07_DT | OMN|_07_DT
OMNI_DBIC |OMNI_08_IC
OMNI_OS_MB  OMNI_0s_MER
OMNI_10_NB | OMNI_10_NB
OMNI_11_SE | OMNI_t1_SE
OMMI_12_GS OMNI_12_GS
OMNI_13_VH | OMNI_13_VHMR
OMNI_14_GA |OMN|_14_GA
OMNI_15_LM | OMNI_15_LMS
OMNI_T6_TJ |OMNI_16_TJ
OMNI_T71S |OMNI_1ZIS
<

AT UDIC0D1 CCGCGGTT  UDIO0D1
BO1 UDiooo2 TTATAACC UDioooz
<ol UDI0003 GGACTTGG  UDIOOD3
Dot UDI00D4 AAGTCCAA  UDIODD4
E0 UDIC0D5 ATCCACTG ~ UDIOODS
FO1 UDI0oos GCTTGTCA  UDIOODS
Go1 UDICoo7 CAAGCTAG  UDIODD7
HO1 UDIC0D8 TGGATCGA  UDIOOD8
A0 UDICoo AGTTCAGG  UDIOODS
BO2 UDIco10 GACCTGAA  UDIODTD
c02 UDIOO11 TCTCTACT  UDIOOM
D02 UDI012 CTCTCGTC  UDIOOT2
E02 UDIOO13 CCAAGTCT  UDIODT3
FO2 UDI0014 TTGGACTC  UDIOO14
G0z UDioots GGCTTAAG  UDIOOIS
HO2 UDIcots AATCCGGA  UDIOD16
A03 UDIo17 TAATACAG UDI17

CTAGCGCT
TCGATATC
CGTCTGCG
TACTCATA
ACGCACCT
GTATGTTC
CGCTATGT
TATCGCAC
TCTGTTGG
CTCACCAA
GAACCGCG
AGGTTATA
TCATCCTT
CTGCTTCC
GGTCACGA
AACTGTAG
GTGAATAT

Sample Sheet Status:  Valid

Reason:

Clicar em “Finish”.
Escolher a pasta onde a corrida seré salva e clicar em “Salvar”.

‘Add Blank Row Remove Selected Rows

[&

14.
inseridas.

T Sabvar como

T+ 4 Ilaming Expeniment Manager + Saenple Sheets v &

Organizar = Mova pasts

Heene

8 ste Computader
1B direa de Trabaic
| Documents
& Downloads
= Imagens
D Misieas
& viseos
e 08(C)
= Move velume (0
== IHP5 (Uhermesp
v

Pesquisar Sample Sheets 2

Data de modificag..  Tipo

Henhum fem. comespende § pesquisa

HNeome:

<

Tiga: | Sample Sheet Files (".csv)
A Ooullar paitas

OMHI_IS LM ONNI_15_LMS
OMHI_TIETS  OMNLTE.T)
OMHIIZIS  OMNITZIS
<

[ e e

Goe oS GGCTTARG  LDIDOTS
HZ UDR01E AATCCGGA  UDIOOTE
) upmo1? TAATACAG  UDIOTT

*-mqueed field ] Mesamize

K5 Sequence | Sample Project | Descripbion
| craccacT
TCGATATC
CGTCTGEG
TACTCATA
ACGCACCT
GTATGTTC
CGCTATGT
TATCGCAC
TCTGTTEG
CTCACCAS
GAALCGLG
AGGTTATA
TCATCCTT

CTGCTTCC
GETCACGA
AACTGTAG
GTGAATAT

Add Blank Row Remove Selected Rows

128

Clicar em “Yes”, para abrir o arquivo de excel da corrida para conferir as informacdes
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B

Illumina Experiment Manager

Sample Sheet Wizard - Sample Selection

" -mguesdibeid ] Masimire
P il lesgx i | oSl (T | TSequence | e (K" | 5Sequance | SempleProiest | Descripgon *
v DR CCOCOGTT  Upsos CTAGCGLT
e (e ieard TTATARCT D0 TOGATATC

Would you like to view your sample sheet in Excel?

=) GZE SN

w2 voe1s GOCTTRAG  Upes GOTCALGA
L) el AATCOGORA  UDMOTE ALTOTEG
wl Uitk TaATALAG uesg? GTGAATAT

,
! J
*

Sample Sheel Slsta Vs
Finzor

-l G e
Normalizago e Pool de bibliotecas
1. Identificar os tubos de acordo com a identificagdo dos pacientes.
2. Diluir as amostras para a concentracdo de 2,8nM, conforme tabela excel
(Quantificagao da biblioteca Kapa)
3. Vortexar a 1800 rpm por 2 minutos.
4. Centrifugar a 280 x g por 1 minuto.
5. Quantificar no Qubit.
6. Agrupar o volume apropriado de cada biblioteca em um novo tubo para que tenha um
volume final de 310uL. Maximo 24 bibliotecas por pool.
7. Armazenar as bibliotecas nao agrupadas restantes a -25°C.

8. Separar 4 tubos low bind e identificar como POOL, POOL + PhiX, NaOH e TRIS.
9. Diluir PhiX (de 10 nM para 2,5 nM):

a. 2,0uL de PhiX a 10nM + 6,0uL de H20.
10. Add 1,9uL de PhiX (2,5 nM) ao pool de bibliotecas.

Sequenciamento

1. Descongele os cartuchos de reagentes de SBS e cluster.

2. Coloque cada cartucho em uma rack, para evitar que ele vire.

3. Descongele em banho maria a temperatura ambiente (19°C - 25°C). Nao usar agua
quente para descongelar, pode causar danos ao sequenciamento. Pode durar até 4 horas.
4. Remover e esvaziar os frascos de reagentes usados.

Preparar a 1amina de fluxo

Retire um novo pacote da lamina de fluxo da geladeira até atingir a temperatura ambiente
(demora em torno de 10-15 minutos). Utilizar no méximo 12 horas ap0s retirada da geladeira.

Desnaturagdo do pool de bibliotecas
1. Prepare uma dilui¢ao de Tris-HCI (400nM, pH 8,0), conforme abaixo:
a. 40uL de NaOH (1N)
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b. 60uL de H>O.
2. Prepare uma diluic¢ao fresca de NaOH (0,2 N), conforme abaixo:
a. 40uL de NaOH (1N)
b. 160uL de H2O.
c. Vortexar o tubo.

3. Manter o tubo tampado. Use em até 12 hs.

4. Add 77uL de NaOH (0,2 N) ao pool de bibliotecas, totalizando um volume de
388,9uL.

5. Tampar o tubo e agitar brevemente.

6. Centrifugar a 280 x g por até 1 minuto.

7. Incubar a temperatura ambiente por 8 minutos, para desnaturar.

8. Add 78uL de Tris-HCI (pH 8,0, 400mM), totalizando um volume de 466,9uL.

9. Tampar o tubo e agitar brevemente.

10. Centrifugar a 280 x g por até 1 minuto.

11. Transfira todo o volume para o tubo da biblioteca fornecido com o kit de reagentes
NovaSeq 6000.

12.  Prosseguir imediatamente para o carregamento do cartucho de cluster e configurar a

execucdo. Se ndo puder continuar imediatamente, tampar o tubo de bibliotecas e armazenar
em -25°C por até 3 semanas. Nao congele novamente apds descongelamento.

Preparar os cartuchos de SBS e de cluster

l. Seque completamente as bases dos cartuchos. Seque entre os pogos também.
2. Inverta os cartuchos dez vezes para misturar os reagentes.
3. Bata levemente a parte inferior de cada cartucho na bancada para reduzir bolhas de ar.

Se os reagentes ndo puderem ser carregados em até 4 horas, conserve-os entre 2°C-8°C, por
até 24 horas.

Carregar tubo da biblioteca

Sem perturbar a biblioteca na parte inferior no tubo, insira o tubo contendo as bibliotecas
desnaturadas sem tampa no cartucho de cluster descongelado na posi¢ao do tubo da biblioteca
(no 8).

Configurar execu¢do de sequenciamento

1. Remova todos os itens de superficie de instrumento.

2. Na tela “Home”, selecione “Sequence” e em seguida selecione uma execug¢ao de
lamina de fluxo (A+B, A ou B). O software inicia a série de telas de configuracao de
execugao, abrindo a tela “Load”.

3. Selecione “OK” para reconhecer o aviso e abrir a porta de lamina de fluxo.

4. Coloque um novo par de luvas sem p6 para evitar contaminar a superficie de vidro da
lamina de fluxo.

5. Com o pacote sobre uma superficie plana, abra pela vedacdo angular.

6. Remova a lamina de fluxo da embalagem. Segure a lamina pelas laterais para evitar
tocar o vidro ou as vedacoes inferiores.

7. Alinhar a ldmina de fluxo ao longo das quatro fixacdes levantadas e coloque-a no
estagio da ldmina de fluxo.

8. Selecione “Close Flow Cell Door”.

Carregar os cartuchos de SBS e de cluster
1. Abrir as portas de comprtimentos de liquidos e em seguida a do refrigerador de
reagentes.
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2. Remover os cartuchos usados.
3. Carregar os cartuchos preparados nas gavetas de refrigerador de reagentes de modo
que as etiquetas “INSERT” fiquem voltadas para a traseira do equipamento.
a. Colocar o cartucho SBS (etiqueta cinza) na posi¢do esquerda.
b. Colocar o cartucho de cluster (etiqueta laranja) com o tubo de biblioteca
destampado na posi¢ao direita.
4. Deslizar a gaveta para dentro do refrigerador e fechar a porta do mesmo.

Carregar o cartucho de solugdo tampao

Puxar a alga de metal para abrir a gaveta.

Remover o cartucho usado pelo lado direito da gaveta.

Colocar um novo cartucho de modo que a etiqueta “Illumina” fique virada para frente.
Alinhar o cartucho com as guias levantadas no piso e laterais da gaveta.

Fechar a gaveta.

Se ambos os frascos tiverem sido esvaziados, marque a caixa de sele¢do que informa
ue os regentes usados estdo vazios.

Selecione o botao “Log In”

Acessar o BaseSpace.

© NS QLR W

Acessar o BaseSpace

1. Fazer o login.

2. Selecionaar “Run Setup”

3. Inserir i nome da corrida no campo “Run Name”

4, Inserir o namero de ciclos para cada leitura e duracao do indice de execucao de

sequenciamento (verificar com a Illumina).

Expandir a op¢ao “Advanced Options”

No item “Samplesheet” fazer upload da planilha CSV com as amostras.
Selecionar “Review”.

Confirmar os pardmetros de execucao.

Selecionar “Start Run”.

0.  Aguardar 5 minutos até que todas as verificagdes e execucdo sejam concluidas.

e R
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Absirack Classically, genetic associabion shadies have attempied o assess genetic polymorphisms
related bo human physiology and phvsical performance. However, the helerogeneity of some findings
drivies the resparch bo replicate, validate, and confinmaion as escenbial aspecis for ensuring their
applicability in sporis sclenoes. Genetic distance matris and molocular variamee analvses may offer
an allemative by b bt with thise frem public databases. Ths, we
performed o mmpluu mql.imtlng ofdd g,un'rm from male Brazilian firs-divishon socoer players
under 2 vears of age {LI20_BFOS0). The performance-related SN genolypes wiere obtained from
players and from the 1000 Genomes~ database (European, Alrican, Amsrican, Easl Asian, amd
Soulh Adam) Surprisingly, LI20_BFDSC performance-relabed genolypes had significantly larger
Far levels (p « (LOOO01) than African populations, although studies using ancestry markers bave
shiown an impostant similarity betwesn Brazilian and African pogalations (12-247%) L20 BFDSC
were genctically smilar to probesional athletes, shivwing the inlenss: gonetle sclection presian
likely to occur belone this maturation stage. Our study highlighted that performance-relaled geres
migh undergn selective pressure doe to physical performanoe and environmental, cognitive, amd
socioculiaral fachors. This seplicative siudy suggesis that molecular varancs and Wright's safishics
can yield novel oonclusions inewercise scienoe.

Keywords: population genstics; ganetic distance mateg SNP panel; soccer; athletic performancs

1. Introduction

Physical performance is a multifactorial trait to which genetic data can potentially
be applied for precision medicine approaches. [1]. Classically, genetic association studies
[GASs) are used to better understand the effects of ic variability. Hundreds of previous
studies have attempted bo assess genetic polymorphisms and link their allele frequencies to
human physiology and performance phenotypes. Based on GAS polymorphisms, there
arne lists of Eﬂhﬂ-mm.mnnl}- associated w‘.ilhspnrhpﬂ'fm'rnm (Tabls 1) Whi.l'J\.ﬂlPPi‘H‘t
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