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RESUMO

O polimorfismo do gene a-actinina-3 (ACTN3-R577X) tem sido associado a maior susceptibilidade
ao dano muscular e ao desempenho em atividades de resisténcia aerobia. Por outro lado, o gene
nao polimérfico (ACTN3-R577R) tem sido associado a um maior desempenho em atividades de
forca e poténcia. Sendo assim, o gene ACTN3 seria capaz de atuar como um modulador genético
sobre os processos adaptativos de inflamagéo, dano muscular e desempenho. Dessa forma, o
objetivo do presente estudo foi comparar os marcadores bioquimicos de inflamagéo (IL-8 e CCL2),
dano muscular, cortisol (C), testosterona (T), Razdo T/C, creatina quinase (CK), lactato
desidrogenase (LDH), mioglobina (Mio) e de desempenho, carga, n° de séries, n° de repetigbes,
volume total e escala dor muscular de inicio tardio (DMIT). Para tal, realizou-se um estudo
experimental, duplo-cego, envolvendo 27 individuos, com idades entre 18 e 35 anos, agrupados
de acordo com portabilidade do alelo R para o gene ACTN3 (grupo RR/RX e XX). Os individuos
foram avaliados e submetidos a uma sessao de treinamento de forga. Coletas sanguineas antes,
imediatamente apds e 24h apds a sessao de treinamento foram realizadas com a finalidade de
quantificar as concentragdes de IL-8, CCL2, CK, LDH, Mio e Raz&o T/C). Para analise de variancia
de dois fatores (gendtipo e tempo de coleta) utilizou-se o teste ANOVA TWO-WAY seguido do
pos-teste de Bonferroni. Enquanto para analise das variaveis de desempenho entre grupos RR,
RX e XX, utilizou-se o ANOVA ONE-WAY seguido do pos-teste de Tukey. Nao se encontrou efeitos
de interacdo entre o gendtipo e o tempo de coleta para henhum dos marcadores analisados.
Entretanto, as concentragdes plasmaticas de LDH, CCL2 e IL-8 foram significativamente mais
altas nos individuos com perfil genético XX. Mostrando uma interagdo com os marcadores de
inflamacgao e o polimorfismo do gene ACTN3-R577X. Além disso, os individuos portadores do perfil
geneético XX, apresentaram menor volume de treino e maior percepcdo de dor apos o treino.
Sugerindo que individuos portadores do perfil genético XX apresentem uma resposta adaptativa
diferente ao treinamento de forga e necessitariam de um tempo de recuperag¢do maior, entre as

séries, entre os exercicios e entre as sessoes de treinamento.

Palavras-chave: ACTN3, a-actinina-3, polimorfismo genético, dano muscular, remodelamento

muscular.



ABSTRACT

The a-actinin-3 (ACTN3-R577X) gene polymorphism has been associated with greater
susceptibility to muscle damage and performance in aerobic endurance activities. On the other
hand, the non-polymorphic gene (ACTN3-R577R) has been associated with a greater performance
in activities of strength and power. Thus, the ACTN3 gene would be able to act as a genetic
modulator on the adaptive processes of inflammation, muscle damage and performance. Thus, the
aim of the present study was to compare the biochemical markers of inflammation (IL-8 and CCL2),
muscle damage, cortisol (C), testosterone (T), T / C ratio, creatine kinase (CK), lactate
dehydrogenase ( LDH), myoglobin (Mio) and performance, load, number of series, number of
repetitions, total volume and late-onset muscle pain scale (DMIT). To this end, an experimental,
double-blind study was carried out, involving 27 individuals, aged between 18 and 35 years,
grouped according to portability of the R allele to the ACTN3 gene (RR / RX and XX group). The
individuals were evaluated and submitted to a strength training session. Blood collections before,
immediately after and 24h after the training session were performed in order to quantify the
concentrations of IL-8, CCL2, CK, LDH, Mio and T / C ratio). For analysis of variance of two factors
(genotype and collection time) the ANOVA TWO-WAY test was used followed by the Bonferroni
post-test. While for the analysis of performance variables between groups RR, RX and XX, ANOVA
ONE-WAY was used followed by the Tukey post-test. No interaction effects were found between
the genotype and the collection time for any of the analyzed markers. However, plasma
concentrations of LDH, CCL2 and IL-8 were significantly higher in individuals with XX genetic
profile. Showing an interaction with the inflammation markers and the polymorphism of the ACTN3-
R577X gene. In addition, individuals with the XX genetic profile had less training volume and
greater pain perception after training. Suggesting that individuals with genetic profile XX present a
different adaptive response to strength training and would need a longer recovery time, between

sets, between exercises and between training sessions.

Keywords: ACTN3, a-actinin-3, genetic polymorphism, muscle damage, muscle remodeling.
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1 INTRODUGAO

O processo para o ganho de forga passa por adaptagdes neurais e morfolégicas. Dentre
as adaptagdes neurais, podemos citar o aumento da frequéncia de estimulagcédo, a maior
coordenacgao intra e intermuscular e o melhor ajuste dos mecanismos inibitérios de co-
contragdo muscular, que ocorrem nas primeiras semanas de treinamento (SEYNNES et
al., 2007; OKANO et al., 2008; CORMIE, 2011). Sobre as adaptagdes morfologicas,
podemos descrever 0 aumento no numero e no tamanho das mitocéndrias, ribossomos e
mionucleos, e o aumento da unidade funcional do musculo, como o sarcémero
(SCHOENFELD et al.,2010, 2015; BAMMAN et al. ,2017; WEN et al. ,2017).

Atualmente, uma das teorias para o remodelamento muscular é a teoria das microlesdes
ou microdanos musculares, a qual preconiza que o aumento da area de secg¢ao transversa
do musculo € o resultado de um processo adaptativo causado pelo estresse tensional do
exercicio (TOIGO et al., 2006, FOSCHINI et al.,2007, HORNBERGER, 2011 e SPIERING
2008). Pesquisas que analisaram o local desses microdanos propdem que as proteinas
que ancoram os filamentos de actina e miosina a linha Z, como a titina, teria papel chave
no desencadeamento da resposta hipertréfica, principalmente em fibras do tipo |l
(GAUTEL e DJINOVIC-CARUGO, 2016; QAISAR et al., 2016; KRUGER e KOTTER, 2016;
KOTTER et al., 2014; LINKE e KRUGER, 2010). Entretanto, um outro componente da
linha Z sarcomérica, presente somente nas fibras de contracéo rapida, é a a-actinina-3
(ACTN3).

Ao considerar a duplicidade alélica, ha trés possiveis perfis genéticos (RR, RX e XX) que
apresentam diferentes respostas fenotipicas ao exercicio (Figura 2b). Enquanto a
expressdo do gene ACTNS3 (perfis genéticos RR e RX) tém sido associadas a maior
performance em tarefas de forga e poténcia, o silenciamento do gene ACTN3 (perfil
genético XX) tem sido associado a maior susceptibilidade ao dano ou microdano muscular
e maior desempenho em tarefas resistivas de longa duracdo. (PIKERING e KIELY, 2017
a e b; CLARKSON, et al., 2005; LEK; NORTH, et al., 2010; LINNEMANN et al, 2010;
VINCENT et al., 2010).

Entretanto, os estudos que compararam a composi¢ao corporal dos individuos portadores
dos perfis genéticos RR e RX com individuos portadores do perfil genético XX nao
encontraram diferencas significativas sobre o volume de massa muscular ou percentual
de gordura (KUMAGAI et al., 2018; ANTONIO et al., 2017; ERSKINE et al., 2013; GENTIL
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et al., 2011). Embora alguns estudos tenham encontrado maior porcentagem de fibras do
tipo Il em individuos portadores do alelo R, isso ndo implicou em um ganho significativo
sobre a massa muscular (VINCENT et al., 2007; NORMAN et al., 2009; AHMENTOQV et
al., 2011)

Os estudos que avaliaram a susceptibilidade ao dano ou microdano muscular induzido
pelo exercicio por meio de marcadores indiretos de lesédo tecidual e/ ou inflamatérios
sugerem uma maior vulnerabilidade associada o perfil genético XX comparado aos perfis
genéticos RR e RX. (PICKERING e KIELY 2017, 2018; VENCKUNAS et al., 2012;
PIMENTA et al., 2012; DEL COSO et al., 2016). Entretanto, poucos estudos avaliaram a
susceptibilidade ao dano muscular em tarefas predominantemente anaerdbios com
caracteristicas de forca e /ou poténcia. Um estudo com este desenho experimental
forneceria informagdes importantes sobre recuperagao individualizada no pdés-treino,
favorecendo a otimizacdo do tempo de recuperacdo entre as sessdes de treinamento,
minimizando o risco as lesbes osteomusculares e, consequentemente, evitando
afastamento do atleta ou praticante de seus objetivos, consequentemente, ha um maior

controle da carga de treino e maior responsividade ao longo da periodizagéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Perfil genético e rendimento esportivo
Atualmente, o atleta de alto rendimento ndo conta apenas com dietas, treinos e
equipamentos especificos. Além disso, o atleta de elite deve possuir uma genética
favoravel a modalidade praticada, de forma que a compreensdo do perfil genético
adequado a cada esporte tornou-se fator determinante para a performance esportiva. Os
primeiros genes associados ao desempenho esportivo foram os genes que codificam a
enzima conversora de angiotensina (ECA), a a-actinina-3 (ACTN3), a adenosina
monofosfato desaminase 1 (AMPD1) e o receptor ativador da proliferacédo de
peroxissomos gama co-ativador 1 alfa (PGC7a) (GINEVICIENE et al.,2016); depois
destes, cada vez mais genes tem sido associados a melhora da aptidao fisica dos atletas.

Rankinen et al. (2001) elaboraram o primeiro mapa genético envolvendo desempenho
fisico e polimorfismo genético. Depois deles, foram publicadas atualizagdes, ano-a-ano,
sobre polimorfismo genético associado a performance humana. A ultima atualizagéo,
publicada por Bray et al., (2009), apresenta 219 polimorfismos autossémicos, 18
mitocondriais e 7 associados ao cromossomo sexual X, dos quais mais de 62 genes foram
relacionados somente a modalidades com caracteristicas predominantes de forca e
poténcia (AHMETOV et al., 2017). Nos ultimos dez anos, mais de trés mil trabalhos
associaram o polimorfismo genético ao desempenho esportivo (PIVETTA et al., 2016). Os
genes mais citados nestes estudos sdo os genes que codificam a enzima conversora de
agiotensina (ECA), o angiotensinogénio (AGT), os receptores de bradicinina (BDKRB?2) e
a a-actinina-3 (ACTN3).

As a-actininas podem ser classificadas em duas categorias: As ndo-musculares (a-
actinina-1 e a-actinina-4) e as musculares (a-actinina-2 e a-actinina-3), sendo essas,
proteinas estruturais sarcoméricas, tendo o seu sitio de ligagdo com a actina, proteina
diretamente envolvida na contragdo muscular. O entendimento sobre as caracteristicas
de forma, fungao, elasticidade, tamanho e rigidez das a-actininas 2 e 3 sdo fundamentais
para entendermos a complexidade do processo de adaptagdo muscular ao treinamento
(PASQUA et al., 2014).

As a-actininas sarcoméricas sao os principais componentes da linha Z em que ligam e

reticulam os filamentos finos da actina. A a-actinina-3 é expressa apenas em fibras
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rapidas, do tipo I, com caracteristica, predominantemente, glicolitica. A Figura 1

apresenta, esquematicamente, a estrutura e organizagéo sarcomerica.

Ban(fa A Linha Z LinhaM Banfia I
[ \ f \

= /v — [ S —
miosina /// \ \‘\A\ a-actinina\

/ e actina
s / . T

Figura 1: Representacdo esquematica das estruturas sarcoméricas, detalhando o
posicionamento da a-actinina-3 na linha Z.

O polimorfismo de nucleotideo simples (SNP) associado ao gene da ACTN3 caracteriza-
se por uma troca na posig¢ao 1747, do éxon 577, do nucleotideo “C”, que resultaria na
tradugcdo do aminoacido arginina, por um nucleotideo “T”, resultando em um stop cédon
que codifica a proteina em sua forma truncada, ndo funcional, sem que haja prejuizo
fenotipico para os individuos heterozigotos recessivos (Figura 2A). A frequéncia desse
polimorfismo na populacéo e de aproximadamente 16% (Mills et al., 2001) e ao considerar
a duplicidade alélica, ha trés possiveis perfis genéticos (RR, RX e XX) que apresentam
diferentes respostas fenotipicas ao exercicio (figura 2B). Enquanto a expressédo do gene
ACTNBS (perfis genéticos RR e RX) tém sido associadas a maior performance em tarefas
de forca e poténcia, o silenciamento do gene ACTN3 (perfil genético XX) tem sido
associado a maior susceptibilidade ao dano muscular e maior desempenho em tarefas
resistivas de longa duragédo. Considerada uma adaptagao genética da espécie humana
que promoveu uma economia de energia durante a locomogao (Pasqua et al., 2015;
PICKERING e KIELY, 2017a, 2018).
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Figura 2: Representacédo esquematica da resposta fenotipica ao polimorfismo ACTN3-R577X.

2.2Parametros nao-metabdlicos de desempenho
Segundo Chagas e Lima (2012) sao 14 variaveis de controle no treinamento de for¢a na
musculagdo. Sendo que algumas prescri¢gdes de treinamento que visam um maior volume
de treino e portanto, maior estresse mecanico no musculo sdo realizadas com numero
maximo de repeticdes (NMR) por série (GILLIES; PUTMAN; BELL, 2006; WILLARDSON,
2007). Neste caso, é prescrita uma carga de treinamento em que o numero de repeticdes
a serem realizadas é maximo e as outras variaveis como peso, numero de séries,
amplitude de movimento e duragao das acdes musculares sédo pré-determinados. Assim,
o praticante é instruido a executar o maior numero de repeticdes possiveis de serem
realizadas até a fadiga (FLECK; KRAEMER; 2017, IZQUIERDO et al., 2006). A medida
que a seérie continua, as unidades motoras ativadas comegam a entrar em fadiga,
diminuindo a amplitude do movimento e a duragao das agdes musculares. Como a variavel
‘pausa” também possui um valor pré-determinado e normalmente esse tempo é
insuficiente para a re-sintese de ATP e glicogénio muscular, na proxima série a ser

realizada espera-se um numero maximo de repeticdes inferior a série anterior.
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Caso as variaveis amplitude de movimento e duragdo das agdes musculares sejam
controladas, espera-se que haja uma redugdo no numero maximo de repeticbes. Essa
interrelacdo entre as variaveis de desempenho da musculagao pdde ser observada nos
estudos de Sakamoto e Sinclair (2006, 2011) nos quais ha uma redugdo no NMR quando
maiores duragdes da repeticdo sao realizadas. E no estudo de Duffey e Challis (2007)

onde ha uma alteragédo cinematica do movimento durante o exercicio supino.

Fleck e Kraemer (2017) denominam a alteracdo da amplitude de movimento intencional
na musculagdo, como técnica de repeticdes parciais. E elucidam que ao utilizar-se dessa
técnica os praticantes conseguem realizar entre uma e cinco repetigdes utilizando cerca
de 100% de sua forga maxima. Sendo assim, algumas prescrigdes admitem a realizagao
de repeticdes parciais com a finalidade de alcangar um maior numero de repeti¢coes
maximas, portando maior volume e outras analisam a alteragdo da amplitude de
movimento com sendo um sinal limitrofe da série. Dessa forma, o controle e a analise da
alteragao dos parametros n&o metabdlicos de desempenho (volume, peso e volume total)
faz-se necessario para garantir a fidelidade e fidedignidade dos dados.

2.3Parametros metabdlicos de desempenho

2.3.1 Parametros bioquimicos de lesdao muscular no pés-exercicio

Durante a realizagao do exercicio fisico intenso, que envolve especialmente um grande
volume de massa muscular, e se tratando do treinamento de forga na musculagdo, com
énfase na agao excéntrica, as miofibrilas sdo sobrecarregadas durante todo o ciclo de
alongamento-encurtamento e alguns sarcOmeros se rompem iniciando a resposta
inflamatoria induzida pelo exercicio fisico (HAMMOUDA et al., 2012) e que podem ser
caracterizadas pelo aumento na concentragdo de algumas substancias no plasma
sanguineo como: interleucina 8 (IL-8), Proteina quimotatica de Monocitos (MCP-1/ CCL2),
creatina quinase (CK), Lactato desidrogenase (LDH), mioglobina (Mio), testosterona e
cortisol (RABELKA e HAWKE, 2015).

Na figura 3 ha uma representagao das relagdes entre o exercicio, 0 dano muscular e a dor
muscular de inicio tardio (DMIT). Nela pode-se observar as variaveis do treinamento que
influenciam a sobrecarga do sistema muscular (volume, intensidade e tipo de exercicio),
as estruturas musculo-esqueleticas que sao lesadas (linha Z, sarcolema, tubulos T e
miofibrilas) e suas consequéncias (respostas inflamatérias e o extravasamento celular de
proteinas estruturais e enzimaticas) (BRANCACCIO et al., 2007).
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Tipo de exercicio
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Figura 3: Representacéao tedrica das relagdes entre o exercicio, o dano muscular
e a dor muscular de inicio tardio (DMIT)

2.3.1.1 Creatina quinase (CK)
A creatina quinase € uma proteina musculoesquelética especifica que possui peso
molecular de 43kDa e fungdo enzimatica de catalisar a reagao reversivel de fosforilagao
da creatina em fosfocreatina e do ATP em ADP. Pela seguinte equagao bioquimica:

Creatina + ATP — Fosfocreatina + ADP + H*

A CK é um biomarcador encontrado no soro sanguineo e se consiste em um dimero
composto por duas subunidades (M e B). Podendo ser separadas, segundo Brancaccio et
al., (2007), por trés isoenzimas diferentes, encontradas principalmente no citoplasma das
células cerebrais (CK-BB ou CK-1), cardiacas (CK-MB ou CK-2) e musculares (CK-BB ou
CK-3). Sendo assim, qualquer lesdo em um desses trés 6rgaos ocasionara um aumento

da concentragdo CK sanguinea. De forma que niveis elevados de CK-BB, CK-MB e CK-
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MM, medidos no soro sanguineo, estariam intimamente associados ao dano das células

cerebrais, cardiacas e musculares respectivamente.

Muitos fatores influenciam para que a CK esteja com sua concentragao alterada no soro,
sendo que niveis elevados dessa proteina séo encontrados apos exercicios de endurance
como maratonas, ultramaratonas ou triatlon. (DEL COSO et al., 2016a, 2016b, 2017a,
2017b). Entretanto, apdés um treinamento de forga intenso, de membros superiores e
inferiores, realizado na musculagdo, com énfase na fase excéntrica, também resultaram
no aumento da concentragédo sanguinea de CK (JAMURTAS et al., 2005). Segundo Evans
et al., (1987) os valores de CK encontrados em estudos que avaliaram o dano muscular
ap6s uma prova de maratona sio similares aqueles que avaliaram o dano muscular apos

a realizacdo de um exercicio de forca com énfase na acédo excéntrica.

Quando comparada a concentragao de CK em individuos treinados em diferentes esportes
e nao-treinados, Mougios (2007) apresenta um pico superior nos individuos nao-treinados
em relagdo aos treinados. Esses achados foram semelhantes aos de Dolezal et al., (1999),
que encontraram o pico da concentragdo de CK em 24 horas, tanto no grupo treinado
quanto no nao-treinado, apds agdes excéntricas no exercicio leg press, entretanto, os

valores maximos encontrados diferiram entre os dois grupos.

Totsuka et al., (2002) analisaram a concentracado de CK apds exercicio de endurance em
um grupo de sujeitos ndo-treinados e encontraram grandes diferengas interindividuais no
tempo de pico (3 a 7 dias apds o exercicio) e na concentragdo de CK (102 a 1112 U/L).
Ja Nosaka e Clarkson (1996) encontraram uma diferenga Inter individuos na concentragao
de CK de = 25.000 U/L, quando os individuos foram submetidos a um protocolo de
exercicio excéntrico realizado até a fadiga. Em jogadores de futebol, Lazarima et al.,
(2009) encontraram valores de referéncia para a atividade da CK no plasma superiores a
1.338 U/, ja Nunes e Macedo (2008) encontraram valores similares (< 1.309 U/f) em
individuos fisicamente ativos. Valores esses, que sdo consideravelmente mais elevados
que os valores previamente descritos na literatura para individuos nao praticantes de
atividade fisica (< 207 U/t) (RUSTAD et al., 2004).

Pode-se perceber, que a concentracdo de CK no soro depende do protocolo de
treinamento, da duragéo, da intensidade de exercicio realizado, do nivel de treinabilidade
da amostra e da individualidade biolégica dos individuos. Sendo o ultimo, possivelmente,
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o maior limitador da utilizacdo da CK como biomarcador indireto do dano muscular

induzido pelo exercicio.

2.3.1.2 Lactato desidrogenase
LDH é uma enzima citosolica que converte piruvato a lactato, com uma converséo

concomitante de NADH e NAD+, conforme explicitado na figura 4.

O OH
I LDH
CHB—C—COOH ——— CH3— CH —COOH
NADH NAD+
Piruvato Lactato

Figura 4: Converséo de piruvato em lactato

Segundo Koukourakis et al., (2003), existem cinco isoenzimas expressas em células vivas
(LDH1, LDHZ2, LDH3, LDH4, LDH5) (figura5) as quais se combinam com polipeptidio M e
o polipeptidio H. Com isso, LDH5 é composta de quatro monémeros M, LDH4 é composta
de trés monémeros M e um mondmero H; ja a LDH3 € composta de dois monémeros M e
dois monémeros H; LDH2 é composta por um monémero M e trés mondmeros H e a LDH1

€ composta de quatro monémeros H.

Mondmero H Mondmero M
g
AV
OO (L:e GO OO
LOM1 Q) LA rons

Figura 5: Diagrama dos isébmeros da lactato desidrogenase
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Cadeias M sao responsaveis por catalisar a conversao de piruvato a lactato, enquanto as
cadeias H melhoram a oxidagédo aerdbica do piruvato. Portanto, um numero maior de
polipeptidio M presente em LDH, favorece a isoenzima na via anaerobia, e essa fungéo
diminui gradualmente conforme o polipeptidio H aumenta em comparagéo com as cadeias

M, passando para uma via aerobia.

O exercicio fisico, como estresse mecanico, induz um aumento significativo de LDH na
corrente sanguinea (figura 6). Assim como os marcadores supracitados, o aumento da
concentracdo de LDH dependera do protocolo de exercicio e das variaveis de controle de
carga, volume e intensidade (ELUSTONDO et al., 2013 e BOUZID et al., 2014). Em um
estudo realizado por Kobayashi et al., (2005) a concentragado de LDH apds um exercicio
prolongado realizado por corredores recreacionais pode dobrar em relagao a condigcéo de

repouso e permanecem aumentada por até 2 semanas apds o exercicio.
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Figura 6: Les&o na célula muscular estresse mecanico e o extravasamento de proteinas intracelulares para a

circulagao sistémica.
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Mioglobina (Mio)
Segundo Brancaccio et al., (2010) além das enzimas CK e LDH, algumas proteinas de
baixo peso molecular, como as troponinas e a mioglobina, podem estar elevadas no

plasma apos dano muscular induzido pelo exercicio (figura 6).

A mioglobina € uma hemoproteina, citoplasmatica, monomeérica e que € expressa
preferencialmente nos cardiomiocitos ou em fibras musculares esqueléticas oxidativas,
atuando principalmente no armazenamento de oxigénio nos tecidos. Visto que a
concentracdo de Mio circulante estara muito baixa ou inexistente em individuos sem
nenhum dano muscular. E uma molécula relativamente pequena e leve, pois é formada
por 153 aminoacidos e 16,7 kDa. Sendo assim, uma sensivel alteragao nas concentracdes
séricas de Mio pode indicar dano muscular ou infarto do miocardio. Segundo Nunes et al.,
(2011) os valores de Mio sao significativamente mais elevados em individuos praticantes
de atividade fisica regular (< 133 ng/m{) em comparagédo com individuos sedentarios (<
85 ng/mf).

A Mio é um indicador rapido de dano muscular, que pode aparecer na urina 30 minutos
apos a realizacdo de exercicio intenso (ASCENSAO et al., 2008) e pode permanecer
aumentado na circulagdo sanguinea por até cinco dias apos o treinamento (NEUBAUER
et al., 2008). Sendo que existem pelo menos duas isoformas de mioglobina expressas no
musculo humano, Mio 1 e Mio 2.

De acordo com Vanholder et al., (2000) e Brancaccio et al., (2010) a mioglobina é
essencialmente eliminada pelos rins e concentragbes aumentadas desta proteina no soro
e na urina est&do associadas a maior risco de desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda
e alta mortalidade (figura 6); esse risco aumenta principalmente nos casos de uso de
esteroides anabdlicos androgénicos (PATEL et al., 2009).

Nosaka e Clarkson (1996) encontraram uma concentragao pico da Mio entre 2 e 4 dias
apos 24 agdes excéntricas maximas. Em protocolo semelhante realizado por Nosaka et
al., (2001) os autores observaram o pico da Mio no terceiro dia apos o exercicio. Ja Peake
et al., (2006) verificaram maximas concentragdes dessa hemoproteina entre 24 e 72 horas
apo6s 10 séries de 60 agdes excéntricas submaximas.

Chen et al., (2012) analisaram as concentragdes de mioglobina em individuos idosos
submetidos a um protocolo de a¢des excéntricas realizadas com baixa intensidade e
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encontraram aumentos substanciais nas concentragdes de Mio imediatamente apds a

sessdo de treinamento, mantendo-se, essa concentragao elevada até cinco dias apos.

Observa-se entdo, que o tempo do pico da concentragdo de Mio também dependera do
protocolo, do volume e da intensidade do exercicio; do nivel de treinabilidade e da
individualidade biolégica dos individuos. Entretanto, o pico na concentragao da Mio ocorre
mais rapidamente do que o pico de concentracdo da CK apds a aplicagcdo do mesmo
protocolo. Podendo, ambos marcadores, serem utilizados da detecgdo do dano muscular
causado pelo exercicio, apresentando uma relagdo entre os marcadores de dano
muscular e inflamatérios em resposta ao estresse imposto pela sessido treinamento
(SUZUKI et al., 1999).

2.3.1.3 Testosterona
A testosterona é um horménio esteroide, androgénico e sua formula molecular é
C19H2802, sendo sua massa molar de 288,42 g/mol, sintetizado e secretado pelas
células intersticiais de Leydig. ApOs sua secrecdo, a testosterona é transportada aos
tecidos-alvo ligada a globulina aglutinadora de horménio, uma proteina de transportadora.
Ao chegar na célula a testosterona se associa a um receptor de membrana e
posteriormente € direcionada ao nucleo celular, onde ocorrem a sinalizagc&o para sintese
proteica (AIRES, 2012; HUGHES et al., 2016). White et al., (2012) compararam trés
grupos de ratos (castrados; castrados + testosterona e somente intervengao cirurgica,
grupo controle ou sham) e encontraram menor forga, menor area de secgéo transversa e
menor taxa de sintese proteica, quando comparados os grupos, castrado e sham. Ao
comparar a atividade das enzimas AKT e mTOR, o grupo castrado + testosterona
apresentaram valores significativamente maiores que os grupos sham e castrado.

Mostrando a importancia desse horménio para o ganho de forga e hipertrofia.

Em homens, varios fatores parecem influenciar as concentra¢des séricas da testosterona
total de forma aguda. Linnamo et al., (2005) tiveram como objetivo avaliar as respostas
hormonais em exercicios de forga realizados por homens e mulheres. E encontraram
maiores concentragdes de GH e testosterona em ambos os géneros, em relagdo aos seus
valores basais. Kawada et al., (2005) e Bamman et al., (2001) observaram que além do
aumento nas concentragdes da testosterona em si, ha também, um aumento na

quantidade de receptores andrégenos na membrana celular apos o treinamento de forga.
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A magnitude do aumento desse horménio durante exercicio de forca parece ser
influenciada pela massa muscular envolvida, pela selegdo de exercicios (VOLEK et al.,
1997), pela intensidade e pelo volume de treino (KRAEMER et al., 1990, 1991; RAASTAD
et al., 2000 e SCHWAB et al., 1993).

Fleck e Kraemer (2017) propbéem que sessdes de treinamento que envolvam exercicios
para grandes grupamentos musculares como, levantamento-terra e agachamento;
realizados com intensidade entre 85 e 95% de 1RM; um volume moderado a alto de séries
e breves intervalos de descanso (entre 30 segundos e 1 minuto) promovam aumentos

exponenciais nas concentracdes séricas de testosterona no pds-exercicio.

De fato, o exercicio fisico € um forte estimulador do eixo hipotalamo-hipofise-gonodal
induzindo respostas dispares em relacdo as concentracdes de testosterona. Pois nem
todos os protocolos de exercicios de forca aumentam a testosterona. E a razdo pode ser
a ingestao insuficiente de algum macronutriente, como carboidratos e/ou proteinas
(Kraemer et al., 1998), o baixo volume e/ou intensidade, periodos de descanso
excessivamente longos ou até mesmo uma situagdo de overtraining, por isso, faz-se

necessario a dosagem de outros parametros de stress metabdlico.

2.3.1.4 Cortisol
Cortisol ou hidrocortisona € um horménio adrenocorticoide sintetizado a partir do
colesterol, na zona fasciculada do cortex da glandula suprarrenal. Sua secreg¢ao pulsatil
em seu padrao diurno é regulada exclusivamente pelo eixo hipotalamo-hipofisario, sendo
seu pico de sua concentragédo logo nas primeiras horas do dia (COSTANSO, 2011 e
AIRES, 2012).

Todavia, situagdes de stress e exercicio fisico podem contribuir para o aumento de sua
concentracao sérica. Considerado um horménio catabdlico, principalmente sobre as fibras
do tipo Il (KRAEMER, 2000), o cortisol atua aumentando gliconeogénese, a protedlise e
lipdlise. Além de reduzir a utilizagdo de glicose como fonte de energia, a sensibilidade a

insulina, a resposta imune e inflamatoria, locais e sistémicas (SMITH et al., 2000).

Para Fleck e Kraemer (2017) aumentos na concentragdo de cortisol ndo devem ser
interpretados como ruins ou bons, mas como uma resposta necessaria aos estimulos
estressores impostos pelo exercicio. Sendo ainda, um importante modulador sob a

resposta muscular a atividade fisica intensa.
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Exercicios realizados a partir de 60% do VO2max s@o suficientes para promover aumentos
significativos na concentragéo de cortisol (BEHR et al., 2009; DEL CORRAL et al., 1998;
INDER et al., 1998). Estudos como o de Nindl et al., (2001) que avaliaram a concentragao
de cortisol apds o treinamento de forgca, também encontraram concentragdes elevadas do
horménio até uma hora apos a sessédo de treinamento. J& McCaulley et al., (2008)
compararam protocolos com diferentes parametros de dimensionamento de carga (forga
maxima, forga explosiva e hipertrofia) e apesar de encontrar concentragdes elevadas de
cortisol imediatamente apds o exercicio, uma hora depois esses valores ja se

encontravam em seus niveis basais.

Goto et al., (2009) utilizaram quatro diferentes protocolos de treinamento de forga,
envolvendo diferentes duracbes das ag¢des musculares e encontraram maiores
concentracdes de cortisol no protocolo de maior duragao de agado concéntrica. Enquanto
Sheikholeslami-Vatani et al., (2015) compararam protocolos de treinamento de forga com
diferentes ordens dos exercicios € numero de repetigdes e encontraram concentragdes

elevadas de cortisol nos dois protocolos avaliados.

2.3.1.5 Razao testosteronal cortisol

A razao testosterona/cortisol (razao T/C), segundo Hakkinen (1989) pode ser interpretada
como um indicador do estado anabdlico/catabdlico durante o treinamento de forga,
possibilitando a inferéncia de adaptagédo do organismo ao treino. Sendo assim, qualquer
alteragao positiva para testosterona e negativa para o cortisol indicariam o predominio da
via anabdlica sob a via catabdlica. Contudo, uma diminuicdo nas concentragdes de
testosterona ou um aumento demasiado nas concentragdes de cortisol poderiam estar
envolvido a sindrome do excesso de treinamento ou supertreinamento (WADE et al.,
2005).

Entretanto, Fleck e Kraemer (2017) sugerem que a proporcéo testosterona livre para
cortisol sdo mais fieis para indicar a condicdo de predominancia de uma via sobre a outra
durante treinamento de forga. Para Vingren et al., (2010) a relativizagdo de um hormonio
sobre outro deve ser feita com cautela, pois essa interacdo hormonal e uma condicionante
multivariavel e por isso deve ser analisada juntamente com outros marcadores da

condi¢cdo metabdlica.

Hakkinen et al., (1987) demonstraram uma alteragdo na razdo T/C em exercicios de forga
e poténcia, associando-se positivamente ao desempenho esportivo. Marx et al., (2001)
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mostraram que programas de treinamento que enfatizam o volume resultaram em um

aumento significativo quando comparados a programas de treinamento de baixo volume.

2.3.1.6 Quimiocinas IL-8 e CCL2
ApOs a exposicao celular a agentes estressores como 0 aumento de espécies reativas de
oxigénio, privagdo de nutrientes, hipoxia ou exercicio fisico extenuante, uma série de
estimulos sao propagados e dao inicio ao processo inflamatério (PEAKE et al., 2005,
2016).

As citocinas podem atuar de maneira anti-inflamatéria, inibindo a secregédo de citocinas
pré-inflamatérias e atenuando a acdo das células do sistema imune ou de maneira pré-
inflamatdria, recrutando novas células para o local de interesse e estimulando a liberagao

de citocinas com potencial quimiotatico (quimiocinas) (KRAYCHETE et al., 2006).

As quimiocinas séo proteinas com baixo peso molecular, entre 7 e 18kDa, que podem ser
divididas em duas familias, com base no primeiro residuo de cisteina, quimiocinas da
familia CXC ou alfa-quimiocinas e quimiocinas da familia CC ou beta-quimiocinas
(PALOMINO e MARTI, 2015; OLIVEIRA et al., 2011)

A IL-8 € um polipeptidio de 99 aminoacidos, pertencente a familia CXC e sdo agentes
quimiotaticos especificos para o recrutamento de neutrofilos e atuam principalmente na
resposta inflamatéria aguda. Enquanto a CCL2 faz parte da familia CC e atua
principalmente na mobilizacdo de mondcitos. Constituida por uma cadeia polipeptidica de
76 aminoacidos, a CCL2 é secretada sob duas formas com pesos moleculares
semelhantes de 9 e 13kDa. Sendo que ambas atuam de maneira sinérgica a inflamacgéo,
promovendo alteragdes no fluxo de calcio, reorganizagdo do citoesqueleto, ativagdo de
integrinas e respiratory burst. (PACCAUD et al., 1990; DESHMANE et al., 2009; HARMON
et al., 2010)

Estudos que avaliaram as concentracdes de IL-8 apds o exercicio, com caracteristicas
predominantemente aerobias ou anaerdbias encontraram diferenca significativa nas
concentracbes de IL-8 intramuscular, a partir de uma hora do pds-exercicio em
comparagao com a situagcdo pre-experimental. Entretanto, as concentracbes dessa
quimiocina no plasma n&o foi diferente (AKERSTROM et al., 2005, SCHNYDER e
HANDSCHIN, 2015)
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Em estudos que compararam as concentracdes de IL-8 apds contracbes musculares
concéntrica e excéntrica, mostraram que o0s niveis plasmaticos de IL-8 estavam
aumentados apds contragdes musculares excéntricas, enquanto as concentragboes desse
marcador permaneceram inalteradas apos o exercicio concéntrico (CHAN et al., 2004;
AKERSTROM et al., 2005)

Em relacdo a CCL2, os estudos mostram uma diminuigdo na expressao de CCL2 em
atividades leves e recreacionais, porém, ao submeter os individuos a um protocolo
controlado de treino de forca os resultados mostram uma alteragdo significativa nas
concentragdes de CCL2 plasmaticas em trés diferentes situagdes (controle, placebo e com
ingestao de polifendis) e independente do protocolo de treinamento, para o controle da
duracdo das agdes musculares (GANO et al., 2011; CARLIM et al., 2016; FORTES, 2016;
JAJTNER et al., 2016)

2.4Dano muscular, inflamacao e perfil genético

O processo de remodelamento muscular inicia-se com microtrauma ou dano muscular,
que pode ser induzido pelo exercicio por meio do surgimento de rupturas de varias
proteinas que compdem o arcaboug¢o muscular, como a titina, a nebulina, a troponina e a
ACTN3 (QAISAR et al., 2015). Alguns marcadores bioquimicos possibilitam a estimativa
desse dano muscular, como a creatina quinase (CK), mioglobina (Mio) e a lactato
desidrogenase (LDH) e a troponina (Tn), a proteina xin e alguns microRNAs foram
recentemente descobertos (REBALKA e HAWKE, 2014).

Landau et al., (2012), avaliaram as concentragdes de CK em 499 recrutas do exército
americano, de diferentes etnias, genotipados de acordo com seus perfis genéticos para
oito diferentes genes (ECA, ACTNS, IL-6, AMPD1, HSPA1B, CKMM, MLCK1 e MLCK2) e
nao encontraram diferengas significativas nas concentracbes desse marcador apds o

treinamento militar.

Em um estudo semelhante, realizado por Del Coso et al., (2017), os pesquisadores
também analisaram o perfil genético de sete diferentes genes (ECA, ACTN3, CK-MM,
IGF2, IL-6, MLCK e TNFa) em 67 individuos e sua relagdo a concentragcdo de CK apos
uma prova de maratona. Os gendtipos foram classificados, baseando-se em estudo
anteriores, quanto a sua capacidade de resistir ao dano muscular. Como a pré-disposicao
genética ao dano muscular resultaria da combinagdo do perfil genético de diferentes
genes, cada perfil genético foi pontuado com uma nota, de forma que aqueles individuos
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que possuissem a menor nota apresentariam uma maior pré-disposigao genética ao dano
muscular. E como era de se esperar, esses individuos apresentaram niveis mais altos de

CK apds o término da prova.

Os autores supracitados ainda relacionaram o polimorfismo genético desfavoravel a maior
fadiga e dor muscular tardia, além de um maior extravasamento de proteinas
intramusculares, para corrente sanguinea, o que, em ultima insténcia, pode induzir a uma
insuficiéncia renal aguda, causada pelo excesso de metabolitos no pds-exercicio (como
mostra a Figura 7), necessitando, assim, de um maior tempo de recuperagédo entre um

treino e outro, ou uma prova e outra.
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Corroborando achados anteriores, Del Coso et al., (2016) avaliaram o dano muscular a

Figura 7:Fisiopatologia da insuficiéncia renal aguda.

partir das dosagens de CK e Mio em 23 atletas apdés uma prova de meia maratona e
encontraram maiores concentragdes tanto de CK quanto de Mio nos individuos portadores
dos alelos X, indicando uma menor capacidade do musculo esquelético em satisfazer as
exigéncias fisiologicas impostas por uma competicdo autorregulada, como a prova de

meia maratona.

Diferindo dos estudos de Del Coso e Landau pela utilizagdo de exercicios com uma
demanda metabdlica predominantemente anaerdbia, na qual o componente excéntrico
estaria mais presente, devido aos saltos, frenagens, mudangas de diregao e, por tanto,
maior dano muscular, Pimenta et al., (2012) avaliaram 37 atletas de futebol divididos em
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trés grupos distintos, com relagao a seus perfis genéticos (RR, RX e XX) para o gene da
ACTNS3, no qual foram analisadas as concentragdes de CK, IL-6, a-actinina, testosterona
e cortisol em quatro momentos (pré-teste, imediatamente apds, 2 horas apds e 4 horas
apos o teste). Observou-se que, mesmo em exercicios predominantemente anaerébios,
individuos que possuem o gendtipo XX, apresentaram maiores niveis de CK, a-actinina e
cortisol no momento poés-teste em comparagdo aos individuos com gendtipo RR,
induzindo maior resposta catabdlica. Embora o estudo de Pimenta tenha adicionado
alguma sobrecarga sobre o componente passivo da contragdo muscular, ndo houve
controle sobre as variaveis de sobrecarga. Venckunas et al., (2012) avaliaram 18
individuos carreadores dos perfis genéticos XX e RR para o gene da ACTN3 submetidos
a 50 saltos seguidos de 20 segundos de descanso e avaliaram o dano muscular por meio
da concentracdo de CK apds a sessao de treinamento. Os resultados mostraram que
mesmo em condi¢des metabodlicas e mecanicas diferentes, os individuos portadores do
genotipo XX apresentaram maiores concentragdes de CK, principalmente, 48 horas apos
o treinamento pliométrico. Todavia, as concentragdes de CK, bem como de outros
marcadores bioquimicos de dano muscular, ndo nos permite precisar o grau ou o local

especifico desse dano no musculo.

Dessa forma, especula-se que maiores danos a musculatura estimulariam maiores
respostas adaptativas aos portadores do perfil genético XX. Entretanto, Norman et al.,
(2014) analisaram, por meio de biopsia, o nivel de glicogénio muscular e a fosforilacdo de
proteinas envolvidas na sinalizagao de hipertrofia, AKT, mTOR, P70S6k e rpS6 de 143
atletas de diferentes modalidades esportivas, agrupados de acordo com seus perfis
genéticos para ACTN3, RR, RX e XX, ap6s um teste de Wingate. Eles encontraram maior
ativacdo da mTOR e P70S6k e maior gasto de glicogénio muscular justamente nos
individuos que possuiam os perfis RR e RX, sugerindo uma maior adaptabilidade dos
individuos com esses perfis genéticos em detrimento aos individuos com perfil XX.

Esta adaptabilidade ndo foi demostrada pelo estudo de Belli et al.,, (2017), em que
avaliaram quatro diferentes marcadores de dano muscular (CK, Mio, LDH e AST)
relacionados a diferentes perfis genéticos para o gene da ACTN3 apds uma prova de
ultramaratona. Neste estudo, os participantes foram divididos em dois grupos distintos, de
acordo com a presenga ou auséncia do alelo R para o gene da ACTN3 (grupos XX vs. RX/
RR) e avaliaram as concentracbes dos marcadores de dano muscular antes e

imediatamente apds a prova. As concentragbes de todos os marcadores de leséo
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muscular estavam significativamente maiores apds a competicdo nos individuos

portadores do gendtipo XX para o gene da ACTNS.

Por fim, Del Coso et al., (2017) realizaram um estudo envolvendo 71 individuos, divididos
em dois grupos, portadores e n&o portadores do alelo X no gene codificante da ACTN3 e
observaram que, embora o ritmo de corrida tenha sido o mesmo para os dois grupos (RR
vs. RX e XX), o grupo RR apresentou menor redugcédo da poténcia muscular, além de
menores niveis de percepgao subjetiva do esforgo e da dor ao término da prova.

3 HIPOTESE
Ho — N&o ha relagdo entre o polimorfismo ACTN3-R577X e as concentragcdes de

marcadores de lesdo muscular, induzidos por uma sessao de treinamento de forga.

H1 — Ha relacéo entre o polimorfismo ACTN3-R577X e as concentracdes de marcadores

de lesdo muscular, induzidos por uma sesséo de treinamento de forga.

4 JUSTIFICATIVA
O estudo justifica-se pela necessidade de informagbes sobre a influéncia do gene
codificante da a-actinina-3 (ACTN3) sobre o microdano muscular apdés uma sesséo de
treino de forca, e, dessa forma, contribuira com o aperfeicoamento dos métodos de
treinamento. Além disso, o estudo possui um carater preventivo que visara a otimizagao
do tempo de recuperagao entre as sessdes de treinamento, minimizando o risco as lesdes
osteomusculares e, consequentemente, evitando afastamento do atleta de uma sequéncia
de jogos, ou mesmo de uma temporada completa. Por outro lado, ao se aperfeicoarem os
métodos de treinamento, havera um efeito dos resultados maximizado em relagdo ao
tempo de execucgao, o que trara ao investidor ou patrocinador um retorno mais rapido dos

recursos investidos.
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5 OBJETIVOS

5.10bjetivo geral
Analisar a influencia do gene ACTN3-R577X sob os marcadores de inflamagao, dano

muscular relacionados e desempenho apos uma sessao de treinamento de forga.

5.20bjetivos especificos
Apos um treinamento de forga com a manipulagao e controle das variaveis intervenientes
objetivando a hipertrofia muscular em individuos treinados com diferentes perfis genéticos

para o gene ACTN3 buscaremos:

|- Determinar as variaveis de desempenho (volume, peso e volume total) e a escala

DMIT apds 24 horas a sessao de treinamento.

lI- Avaliar o efeito do protocolo de treinamento de forga sobre os marcadores de

lesdo muscular circulantes CK, LDH, Mio e sobre a razao T/C
[lI- Quantificar da produgéao plasmatica de citocinas (IL-8 e CCL2).

IV- Realizar uma reviséo bibliografica sobre o polimorfismo ACTN3-R577X e sua

associacao ao dano e remodelamento muscular
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Cuidados éticos
Este estudo respeita todas as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional em Saude
envolvendo pesquisas com seres humanos (Resolugédo 466/2012) e somente teve inicio
apos aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (UFOP), parecer
n°® 79961317.0.0000.5150. Antes de iniciarem qualquer atividade neste projeto, os
voluntarios receberam todas as informagdes quanto aos objetivos, ao processo
metodoldgico, bem como os possiveis riscos e beneficios de participagdo no estudo. Caso
aceitassem participar, os voluntarios assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo 1) e estavam cientes de que a qualquer momento poderiam
deixar de participar da pesquisa. Foram tomadas precaugdes no intuito de preservar a
privacidade dos voluntarios, sendo que a saude e o bem-estar estariam sempre acima de

qualquer outro interesse.

Tanto a coleta, quanto a sessdo de treinamento aconteceram no laboratorio de
musculagao, localizado no Centro Desportivo da UFOP (CEDUFOP). Em seguida as
amostras foram divididas em duas aliquotas, a primeira armazenada no préprio laboratério
de fisiologia do Centro Esportivo da UFOP (LABIFE) e a segunda conduzida e
armazenada no Laboratorio Piloto de Analises Clinicas da Escola de Farmacia (LAPAC).

6.2Delineamento experimental

Optou-se por um delineamento experimental duplo-cego, no qual os pesquisadores
envolvidos e os voluntarios ndo conheciam o perfil genético dos individuos até o término
da pesquisa. Foram recrutados, aleatoriamente, individuos do género masculino, com
idade entre 18 e 35 anos, até que se tenha um grupo com pelo menos, 9 individuos com
perfil genético XX para o gene ACTN3. Inicialmente, foram apresentadas aos voluntarios,
todas as informagdes sobre o projeto seguida de assinatura do TCLE. Posteriormente os
voluntarios foram submetidos a uma avaliacao fisica e a familiarizagao do teste de 10RMs
(figura 8A).

Quarenta e oito horas apds a realizagdo da familiarizagcdo e dos testes de 10RM, os
voluntarios foram considerados aptos a sesséo de treinamento propriamente dita. Entao,
realizou-se a primeira coleta sanguinea (C1), a sessdo de treinamento de forga e a
segunda coleta sanguinea (C2), 30 minutos apos o término da sessao. A terceira e ultima
coleta sanguinea (C3), aconteceu vinte e quatro horas apds a segunda (figura 8B).



33

As coletas sao realizadas via pungao venosa para analise do perfil genético do ACTN3 e

dos seguintes marcadores de dano muscular: creatina-quinase (CK), lactato
desidrogenase (LDH) mioglobina (Mio), testosterona e cortisol. Apds a terceira coleta

sanguinea os voluntarios s&o liberados do estudo.

A) Avaliagdo fisica, Familiariza¢do e Treino
Varidveis de Varidveis de Dano Varidveis de
Inflamagdo Muscular Desempenho
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Figura 8:Delineamento experimental. Primeira coleta sanguinea (C1), segunda coleta sanguinea (C2),
terceira coleta sanguinea (C3)
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6.3 Amostragem
Para o calculo amostral foi utilizado os valores da concentragao de CK obtidas no estudo
de Del Coso et al. (2016) por possuir uma maior variabilidade quando comparado as
demais variaveis de interesse. No estudo, foi observada uma diferenca entre as médias
dos tratamentos de 38 U/L, comparando o grupo RR e o grupo portadores do alelo X (RX
e XX), e um desvio padrao de 43,5 U/L. Foram considerados para Za com grau de
confianga de 95%, valor a de 0,01 e valor critico de Z igual a 1,96; para Zf grau de

confianga de 95%, e valor critico de Z igual a 1,64.
C=(Za+2ZB)*2
C=(1,96 +1,64) *2 C=72

Considerando um desvio maximo (s) de 43,5 e uma diferenga esperada entre os

grupos (d) de 38 ao aplicarmos a formula
n=1+ [2*C*(s/d)] /12

n= 1+ [2*7,2*(43,5/38)] /2
n=1+[14,4*1,14] /2

n=1+8,2

n=9,2

O resultado sera um n de 9,2 individuos, se arredondando para o numero inteiro mais

préximo sera 9 individuos por grupo.

Por apresentar um carater duplo cego realizou-se inicialmente, sessenta analises
genotipicas com a finalidade de se encontrar pelo menos nove individuos com perfil
genético XX, grupo com menor frequéncia genotipica na populagdo. Como esse
numero amostral n&o foi encontrado nas sessenta analises iniciais, novas analises

genotipicas foram realizadas.

Participaram da pesquisa individuos do sexo masculino, jovens que atenderam aos

seguintes critérios de inclusao:
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1) Ser do sexo masculino entre 18 e 35 anos de idade;

2) Auséncia de lesbes musculo-esqueléticas nos ultimos seis meses nos
membros inferiores, coluna e pelve;

3) Né&o fazer uso de cigarros;

4) Nao fazer uso de bebidas alcodlicas por pelo menos 3 dias anteriores a
realizacao do estudo;

5) Praticar musculagdo ha pelo menos 6 meses de forma continua.

Foram considerados inaptos a participagao do projeto os individuos que apresentaram

0s seguintes critérios de exclusdo:

1) Manifestar interesse em se ausentar do estudo por sua livre e espontanea
vontade;

2) N&o comparecer aos locais de coleta no dia e hora programados;

3) Apresentar algum tipo de enfermidade e/ou patologia que comprometa a coleta
dos dados;

4) Fazer uso de medicamentos, suplementos ou esteroides anabdlicos

androgénicos.

Durante a avaliagao fisica, os voluntarios foram orientados a manter sua dieta normal
e recebem todas as informagdes, quanto aos objetivos e aos procedimentos
metodoldgicos e ddo seu consentimento livre e esclarecido (TCLE) por escrito para
participagdo neste estudo. Todos os voluntarios estavam cientes de que a qualquer

momento podem deixar de participar da pesquisa.

6.4 Avaliacao fisica
A avaliagao fisica foi constituida pela avaliagdo da composi¢éo corporal (perimetria e
adipometria), bem como das medidas de peso e altura. A estimativa do percentual de
gordura corporal foi realizada através do método de pregas cutédneas (PC), com a
utilizagdo de um adipémetro cientifico da marca Cescorf®, onde sdo medidas 7 dobras
cutaneas: triceps braquial (Tr), subescapular (Se), axial médial (Am), peitoral (Pt),
supra-iliaca (Si), abdominal (Ab) e coxa (Cx), de acordo com Jackson e Pollock (1978).
Para a medigado da massa corporal e estatura foram utilizadas uma balan¢a da marca

Tanita® e um estadidmetro da marca Wiso®.
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6.5Familiarizagao
Logo apds a avaliagéo fisica os voluntarios foram encaminhados ao laboratoério de
musculagao para realizagao da familiarizacdo ao protocolo de treinamento. Para um
maior rigor metodoldgico as seguintes variaveis foram controladas no estudo: posi¢ao
para realizacdo dos exercicios, amplitude de movimento e duracdo das acgdes

musculares, concéntrica e excéntrica.

Para tal, os voluntarios realizaram duas séries, de vinte repeticdes, em cada um dos
trés exercicios propostos (leg press, flexor de joelhos sentado e extensor de joelhos
sentado), utilizando um peso considerado leve, na percepgao do voluntario e com

pausa entre séries de um minuto e pausa entre exercicios de trés minutos.

Utilizou-se esta configuragdo experimental, com 50% do volume de séries da sessé&o
de treinamento e intensidade baixa, a fim de garantir que os voluntarios se familiarizem
com as variaveis de controle, sem que haja influéncia desse procedimento ao teste de
10RMs.

6.6 Teste de 10RMs
A fim de estabelecer a carga da sessé&o de treino, ao final da familiarizagado de cada
exercicio realizou-se o teste de 10RMs, adaptado de Simé&o et al., (2005) seguindo as

especificagdes abaixo:

e Numero maximo de 5 (cinco) tentativas em cada exercicio para se determinar
a carga de treino

e Duracdo da pausa entre cada tentativa, de cinco minutos;

e Progressao gradual do peso mediante percepgcdo dos voluntarios e dos
avaliadores com base em uma escala de percepcédo subjetiva de esforgo
baseada nas repeti¢cdes de reserva proposta por Helms et al., (2016).

Adotou-se esse procedimento para maximizar o nivel de especificidade do teste a

sessio de treinamento.

6.7 Coletas sanguineas
Na primeira coleta, C1, foram coletados 12ml de sangue, sendo 7ml em um tubo sem
qualquer tipo de reagente e 5ml em um tubo contendo anticoagulante (EDTA). Nas
coletas C2 e C3 apenas um tubo de 7ml, isento de anticoagulante foi coletado. Todas

as amostras foram colhidas por meio de pung¢ao venosa com inser¢ao na veia mais
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proeminente da fossa antecubital dos voluntarios, realizada por um enfermeiro
previamente treinado em técnicas de punctura de veias periféricas, utilizando agulha

para coletas multiplas.

Todas as coletas foram realizadas em um local apropriado, seguindo rigorosamente,
o0 “modus operandi” para coletas sanguineas, descritos nas recomendagbes da
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica (2013) e respeitando os padrdoes de

biosseguranga recomendados pelo Ministério da Saude (2001).

Apods 60 minutos a cada coleta, as amostras colhidas em tubo sem reagente foram
centrifugadas a 3000rpm, por 10minutos em temperatura ambiente para separagéo
do plasma e soro onde foram realizadas as analises bioquimicas dos marcadores de
dano muscular. Ao término deste periodo as amostras de plasma foram aliquotadas e
armazenadas em “eppendorfs”, identificados e armazenados, em freezer a -20°C para
analises posteriores. As amostras colhidas em tubo com anticoagulante foram
identificadas e armazenadas, imediatamente apds a coleta em freezer a -20°C para
posterior analise do perfil genético (Sociedade Brasileira de Patologia Clinica 2013).

6.8 Sessao de treinamento
A sessao de treinamento de forgca na musculacéo foi prescrita em acordo com as
normativas de carga para hipertrofia e calculado o volume de treinamento (n° séries x
n° repeticdes) para os exercicios selecionados: Leg press, extensor de joelhos
sentado e flexor de joelhos sentado (SCHOENFELD et al., 2017).

Em relagdo a escolha dos exercicios utilizou-se como critério o tamanho da massa
muscular envolvida. Sendo assim, o protocolo de treinamento apresenta a seguinte
configuragdo: 3 exercicios com 4 séries cada, utilizando a carga encontrada no teste
de 10RM, na qual séo realizadas dez repeticbes maximas ou 0 maior numero de
repeticbes até que se atinja a falha concéntrica, com duragédo das agbes musculares
(concéntrica e excéntrica) de 2 segundo e 4 segundos, respectivamente, seguido de
90 segundos de pausa entre as séries (SAMPSON, DONOHOE E GROELLER 2014;
DINIZ et al., 2014).

A sequéncia dos exercicios também foi mantida a mesma durante a familiarizag&o, o
teste de 10RMs e o protocolo de treinamento, para que nao houvesse influéncia

diferente de um exercicio sobre o outro.
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6.9 Equipamentos
Para a realizagao da familiarizagao, dos testes de 10RMs e da sesséao de treinamento
foram utilizados equipamentos de musculagao da marca Righeto. Sendo que para o
ajuste da resisténcia externa a ser superada pelos voluntarios, no exercicio leg press
foram utilizadas diversas anilhas de massas conhecidas, sendo a massa de todas
mensurada numa balanga digital com precisao 0,01kg. Ja para os exercicios extensao
e flexdo de joelhos assentado utiliza-se equipamentos especificos com quilagem pré-
determinada, variando em 5Kg. Estes pesos e anilhas, representam a carga mecénica
que se opde ao movimento dos segmentos corporais, sendo “peso” o termo genérico

utilizado para definir as resisténcias mecanicas no treinamento na musculagéo.

Figura 9: Aparelhos: A. Leg press, B. cadeira flexora de joelhos e C. cadeira flexora de joelhos

6.10 Padronizacao da posicao para realizagao dos exercicios
A padronizagao da posigao do voluntario para a realizagédo dos trés exercicios foi
realizada na primeira visita do voluntario ao laboratério. Sendo que em todas as
sessdes de coleta, a amplitude de movimento, a posi¢ao dos pés, do corpo em relagao
ao banco e a regulagem dos bancos foram controladas para garantir a padronizagao

individual.
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A padronizagdo da posigdo do voluntario foi efetuada durante a realizagdo de 10
repeticbes sem peso adicional ao exercicio, quando é solicitado ao voluntario que
ajuste a posi¢ao dos pés e do corpo no banco da maneira mais confortavel para a
realizacao de cada exercicio. Depois de realizadas as 10 repeti¢des, a posigao de
cada voluntario foi anotada em uma planilha de controle. E na sessao de treinamento
os voluntarios repetiam esse procedimento (CHAGAS, BARBOSA E LIMA, 2005).

Figura 10: Padronizacdo da posicéo dos pés no equipamento leg press

6.11 Padronizagao da amplitude de movimento em cada exercicio
A amplitude de movimento foi determinada pelos limites superior e inferior da trajetéria
em cada exercicio. Sendo o limite superior a extensdo completa dos joelhos, sem a
realizacdo do encaixe articular e o limite inferior sendo indicado pela flexdo dos

joelhos, sem que haja qualquer compensacdo dos demais segmentos corporais
(EVANS, 2007).

igura 11: Padronizagéo da amplitude de movimento no eqipamento leg press ’
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6.12 Duracao das agées musculares

Utilizou-se um metrénomo audiovisual para o controle das acbes musculares,
concéntricas e excéntricas em todos os exercicios. E os voluntarios foram instruidos
a seguir o ritmo de 2 segundos ou “beeps” para agdes concéntricas e 4 segundos ou
‘beeps” para agdes excéntricas cadenciados em 60 segundos. Dessa forma, o
praticante permanece um tempo maior na agao excéntrica, possibilitando o aumento
nas concentragdes dos marcadores bioquimicos de dano muscular (GOTO et al,,
2008, 2009).

No inicio de cada série, uma contagem verbal foi feita pelo pesquisador responsavel
com o objetivo de sincronizar o inicio do movimento com o sinal do metrénomo. Dessa
forma, os voluntarios foram instruidos para que, ao longo da série, mantenham o

movimento sincronizado com os sinais audiovisuais do metrébnomo.

Caso o voluntario n&o conseguisse seguir o ritmo pré-determinado ou a amplitude de
movimento a série foi desconsiderada e realizada novamente apds uma pausa de 5
minutos. Notando a incapacidade de execugdo dos parametros inicialmente
estabelecidos, a sessao de treinamento foi interrompida e desconsiderada do estudo.

6.13 Analises bioquimicas
As concentragdes plasmaticas de testosterona, cortisol e mioglobina foram analisadas
por quimioluminescéncia de alta seletividade e afinidade, realizadas no equipamento
Access Beckman Coulter ®, utilizando-se de kit especificos da mesma marca para
cada marcador (Testosterona, Cortisol e Mio), seguindo as recomendagdes do
fabricante.

A técnica consiste na emissédo de energia luminosa a partir de uma reagao quimica
entre o antigeno presente no soro sanguineo e o anticorpo especifico de cada
marcador presente no kit. O teste é baseado no principio de competicdo. Uma
quantidade indeterminada de antigeno presente na amostra e uma quantidade fixa de
antigeno marcado com uma enzima competem pelos sitios de ligagdo dos anticorpos
que revestem os pocos. Depois da incubagdo, os pogos sao lavados para parar a
reacao de competicdo. Apds adigao de um substrato, a intensidade da luminescéncia
medida sera inversamente proporcional a quantidade de antigeno na amostra. Os
resultados das amostras podem ser quantificados diretamente a partir da emissao de

luz utilizando uma curva padréao.
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Ja as concentragdes de CK, LDH, IL-8 e CCL2 foram analisadas pelo método de
ensaio de imunoabsorgédo enzimatica (ELISA) de alta sensibilidade, utilizando-se de
kits especificos para cada marcador, seguindo as orientagdes do fabricante para
realizacao dos testes.

Esse método caracteriza-se pela utilizacdo de placas de microtitulacdo, que indicam
e quantificam os antigenos ou anticorpos especificos, presentes em cada amostra

conjugados a uma enzima, também especifica, para cada antigeno.

A atividade enzimatica é proporcional a concentracdo de antigeno ou anticorpo da
amostra e o produto final corado, surge pela agdo enzimatica que converte um

substrato incolor em um produto colorido.

6.14 Genotipagem
Para analise do perfil genético dos participantes, amostras sanguineas foram
coletadas, utilizando tubos a vacuo de 5ml contendo anticoagulante EDTA. Apés a
coleta sanguinea e homogeneizagdo da amostra, cada tubo foi identificado por meio
de sequéncia numérica e armazenados em um freezer a temperatura de -20°C para

posterior identificagao do perfil genético para o ACTNS.

A técnica de genotipagem utilizada para a analise de perfis genéticos consiste na
amplificagdo do DNA genbmico coletado por uma PCR convencional, seguida do
processo de acado enzimatica realizado por uma enzima de restricdo, capaz de
reconhecer um sitio de restricdo especifico e clivar as moléculas de DNA. Essa técnica
é conhecida como RFLP-PCR (Restriction Fragment Length Polymorfism). A digestao
do produto pode revelar alteragcdes nos sitios de restricao das enzimas utilizadas.

No presente estudo utilizou-se a enzima de restrigdo Ddel da marca Invitrogem®, Anza
- Restriction Enzyme Cloning System, capaz de reconhecer os sitio de ligacao no éxon
16 e clivar a molécula de DNA em fragmentos com diferentes pesos moleculares
(Figura 10A); o alelo ACTN3 577R gera fragmentos de 205 e 86 pares de bases (pb),
enquanto o alelo ACTN3 577X gera fragmentos de 108, 97 e 86 pb (YANG et al.,
2003), tornando possivel a separagao e identificacdo desses fragmentos por
eletroforese em gel de poliacrilamida.
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A separacédo e identificagdo dos fragmentos no gel de policriamida obedece ao
principio de separag¢ao por numero de pares de bases em que os fragmentos menores
(possuem menor quantidade de pares de bases) conseguem atravessar mais
facilmente pela malha do gel de poliacrilamida e por isso s&o identificados mais
préximos do polo positivo da cuba de eletroforese (posi¢ao inferior do gel) (Figura
10B).

A) Fragmento 577X:

Ddel Ddel

1 CTGAG cltGaG 291

108pb 97pb

Fragmento 577R:
Ddel

c |TGAG 291

205 pb

205 bp

108 bp

97 bp
86 bp

Figura 10: Digestao enzimatica e identificagdo dos gendtipos (RR, RX e XX) em gel de poliacrilamida
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6.15 Analise Estatistica
Para analise de variancia de dois fatores (genotipo e tempo de coleta) utilizou-se o
teste ANOVA TWO-WAY seguido do pos-teste de Bonferroni. Enquanto para analise
das variaveis de desempenho entre grupos (RR/RX e XX), utilizou-se o Teste t nao-
pareado. Sendo o nivel de significancia adotado para todos os testes, igual a 5% (p<
0,05).

Todo tratamento foi realizado no software Graphpad Prism 8, sendo os dados

apresentados como média + desvio padréo.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apesenta os resultados de caracterizagdo dos individuos de acordo com a
seus respectivos perfis genéticos, para o ACTN3. Foi procedida a avaliagao fisica para
mensurar a composi¢ao corporal, assim como as medidas de peso, altura e estimativa
de percentual de gordura corporal. Os resultados obtidos nos dois grupos foram
similares nas cinco diferentes variaveis (idade, peso, altura, IMC e % de gordura).

Tabela 1: Dados gerais de caracterizagdo da amostra

Idade Peso Altura IMC % Gordura

I(anlﬁg))( 241 +3,8 78,1+9,9 1,78 + 0,1 247 +27 10,7 +5,3
XX

(n=9) 28,1+3,9 78,6 +9,6 1,80 + 0,1 254 +14 147+46

Sob as variaveis de desempenho, ndo houve alteracdo na carga utilizada entre
nenhum dos dois grupos para os exercicios leg press e banco extensor, enquanto
para o exercicio banco flexor, os individuos portadores perfil genético XX
apresentaram menores valores de forga comparado ao grupo RR/RX (figura 3A).

Em relagdo as variaveis de volume (n° séries x n° repeticbes) houve diferenca entre
0S grupos nos exercicios banco flexor e banco extensor, o grupo XX apresentou menor
desempenho comparado ao grupo RR e no exercicio banco extensor um menor

desempenho comparado, ainda, ao grupo RX (figura 3B).

Sob o volume total (carga x n° séries x n° repetigdes), o grupo XX apresentou menor
desempenho comparado aos outros dois grupos no exercicio banco flexor. Porém, no
exercicio banco extensor o desempenho foi significativamente menor somente quando
comparado ao grupo RX (figura 3C). Ao analisar a DMIT os individuos com perfil
genético XX apresentaram valor superior quando comparado aos grupos RR (figura
3D).
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Carga / Exercicio Vol. Séries x Reps. / Exercicio

200+ 50-
150 - 407 .
— 30+
< 100
S~ 20_
50 10-
 FLEG+ —BF— —BE— " FLEGH —BF— —BE—i
Il RR/RX
Volume Total / Exercicio DMTI / Genédtipo = xx
8000 10—
6000-] &
6_
4000
* 4
2000 2
0- 0-
~LEGH —BF— —BEH RR/RX XX

FIGURA 11 — Comparacao entre a carga, volume de séries x repeticdes e volume total utilizado em
cada exercicio pelos grupos RR/RX vs XX.
*p=<0,05 para diferenga entre os grupos RR/RX vs XX

Outros estudos que avaliaram a AST encontraram uma associagao positiva entre o
polimorfismo ACTN3-R577X, o volume muscular e a susceptibilidade ao
desenvolvimento da sarcopenia em mulheres idosas (ZEMPO et al., 2010; CHO et al.,
2017). Contudo, os estudos que compararam a composi¢ao corporal dos individuos
portadores dos perfis genéticos RR e RX com individuos portadores do perfil genético
XX n&o encontraram diferengas significativas sobre o volume de massa muscular ou
percentual de gordura (KUMAGAI et al., 2018; ANTONIO et al., 2017; ERSKINE et al.,
2013; GENTIL et al., 2011).

Alguns estudos que compararam a susceptibilidade de individuos portadores do alelo
X a leséao, encontraram uma associagéo positiva entre o perfil genético XX e o indice
de lesbes, mostrando que o polimorfismo ACTN3-R577X exerce influéncia a mais
respostas fenotipicas, além da velocidade (KIM et al., 2014; JUNG et al., 2016;
MYOSOTIS et al., 2017). Os resultados publicados por Del Coso et al. (2016b),
demonstraram que o grupo XX embora demonstrassem o mesmo ritmo de corrida que
os grupos RR e RX, apresentaram maior redu¢do da poténcia muscular, maior indice
de dor muscular quando comparados aos grupos RR e RX (P= 0,02), o que corrobora

com os dados obtidos.
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Uma possivel explicagdo pode estar associada a mecanica da contragdo muscular,
pois o estiramento do musculo em condicdo passiva esta associado a um
alongamento completo da regido da banda | da titina, proteina que se liga a a-actinina,
na linha Z sarcomeérica, que em condi¢gdes de ativacdo na acdo excéntrica, aumentam
a carga mecanica sobre essa regido (RUBINI e GOMES, 2004; HERZOG et al., 2018).
Como o poliforfismo do gene ACTN3-R577X resulta na codificagdo da proteina em
sua forma truncada, ndo funcional, pode-se pensar em uma menor capacidade de
resistir ao estresse mecanico causado pelo exercicio nos individuos com perfil

genético XX.

Ao analisar o estresse mecanico por meio da concentragdo de cortisol, ndo houve
alteragao para os trés tempos de coleta em todos os grupos. Indicando que, embora
os individuos portadores do perfil genético XX tenham apresentado um menor
desempenho a sess&o de treino, o estresse causado ao sistema fisiologico foi igual
para os trés grupos (RR, RX e XX). Esses dados, se diferem de outro estudo que
encontrou uma maior concentragéo de cortisol nos individuos portadores do gendtipo
XX quando submetidos a um treino com demanda energética predominantemente
anaerobio (PIMENTA et al., 2012). Em contra partida, achados em relacédo a
testosterona, sdo semelhantes e complementares aos dados de Pimenta et al., 2012,
em que mostram uma diminuicdo na concentragao de testosterona até quatro horas
apos o exercicio para o grupo XX e em nosso estudo essa diminuigdo é observada
até 24h ao poés-treino. Contudo, Fleck e Kraemer (2017) propdem que sessdes de
treinamento que envolvam exercicios para grandes grupamentos musculares como,
levantamento-terra e agachamento; realizados com intensidade entre 85 e 95% de
1RM; um volume moderado a alto de séries e breves intervalos de descanso (entre
30 segundos e 1 minuto) promovam aumentos exponenciais nas concentragdes
séricas de testosterona no pos-exercicio. A razdo para esses resultados dispares,
pode ser a ingestdo insuficiente de algum macronutriente, como carboidratos,

proteinas ou até mesmo uma situacao de overtraining.

A razdo T/C por sua vez, embora n&do seja um marcador de dano muscular
propriamente dito, pode ser interpretada como um indicador do estado
anabdlico/catabodlico durante o treinamento de forga, possibilitando a inferéncia de
adaptagdo do organismo ao treino (Hakkinen, 1989). Em estudo desse marcador,
observa-se uma menor capacidade dos individuos XX em reestabelecer os valores
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basais, tanto pela diminuicdo da concentracao de testosterona, quanto pelo aumento
da concentracdo de cortisol. Fry et al. (2004) demonstraram que niveis elevados de
cortisol possuem uma associagado negativa aos niveis de testosterona e que uma

baixa razao T/C possui efeitos adversos sob o desempenho.

A tabela 2 apresenta a influéncia do gendtipo e/ou do tempo de coleta sob os
marcadores de inflamag¢do e dano muscular apds uma sessao de treino de forca.
Encontrou-se efeitos de interac&o entre o gendtipo e o tempo de coleta somente para
a CK (interacéo, p=0,0205; gendtipo, p=0,5708; tempo, p=0,0906). O tempo de coleta
foi responsavel por alterar a concentracdo plasmatica dos marcadores: cortisol
(interacdo, p=0,4611; gendtipo, p=0,1485 e tempo, p=0,0152) e razdo T/C (interagao,
p=0,1460; gendtipo, p=0,6169; tempo, p=0,0032). enquanto as concentragées dos
marcadores LDH (interagao, p=0,2769; gendtipo, p<0,0001; tempo, p=0,3773), CCL2
(interacdo, p=0,7696; gendtipo, p<0,0001; tempo, p=0,9023) e IL-8 (interagao,
p=0,5822; gendtipo, p=0,0011; tempo, p=0,8867) foram alteradas pelo gendtipo.
Mostrando que apesar de valores mais altos na escala de DMIT apresentados pelos
individuos com perfil XX, isso ndo se traduziu em uma maior concentragdo dos

marcadores de dano muscular no sangue apds o exercicio.

Em relagdo a as concentragdes de CK, o estudo mostrou uma interacao positiva entre
perfil genético e tempo de coleta. Esses achados corroboram dados anteriores que
avaliaram o dano muscular associado ao polimorfismo ACTN3-R577X e encontraram
maiores concentragdes de CK e LDH nos portadores do perfil genético XX em provas
com caracteristicas predominantemente aerdbias. (Belli et al., 2017; Del Coso et al.,
2017A; 2017B). Poucos estudos, porém, analisaram o dano muscular associado ao
polimorfismo ACTN3-R577X em exercicios com predominancia anaerdbia ou de
carater intermitente, com uma elevada demanda do componente excéntrico. e mesmo
em estudos que o fizeram, foram encontrados maiores valores de CK no grupo de
individuos portadores do perfil genético XX (VENCKUNAS et al., 2012; PIMENTA et
al., 2012). Mostrando que independente do protocolo e do tempo de treino, individuos
com perfil genético XX sdo mais susceptiveis ao dano muscular e por isso

necessitariam de um tempo de recuperagdo maior.



Tabela 2: Influéncia do gendtipo e/ou do tempo pré, pds e 24horas sob os marcadores de inflamagao e dano muscular
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Pré-treino

Pds-treino

24H p-valor
RR RX XX RR RX XX RR RX XX Genétipo Tempo Int.
Cortisol
(microg/dl) 14,08+3,067 15,82 £ 4,21 14,80 + 4,07 15,74 £ 4,22 13,68 £ 4,68 10,44 + 3,28 12,59 + 3,92 10,95+ 2,95 10,49 £ 4,459 0,1562 0,0161 0,3372
Testosterona
(nanog/dl) 651,4+£206,7 652,9 £ 230,3 572,6 + 62,52 621,8 £ 245,6 548,6 + 238,9 671,0 £ 76,55 715,7 £ 154,7 659,8 + 283,1 5572+ 1114 0,4723 0,8580 0,3408
Razao T/C 49,71+18,43 40,65 + 8,58 35,64 + 1,06 50,13 £ 22,77 42,40 + 18,00 59,25 + 22,32 59,41 + 12,09 58,47 £ 16,12 62,50 + 26,21 0,4995 0,0073 0,3807
Mio
(nanog/dl) 18,23+6,001 19,07 £ 8,84 20,31 £ 14,20 42,91+ 20,84 40,63 £ 21,93 23,90 + 9,60 36,50 + 29,98 15,94 + 3,83 21,72 £ 10,80 0,0836 0,0032 0,1515
CK
(UIL) 147,7+45,02 183,5+£ 76,10 238,3 £ 36,11 182,7 £ 130,0 239,5+107,4 241,4 £ 51,50 276,4 £ 99,01 336,1 +£171,1 224,0 £ 52,32 0,2072 0,0068 0,0859
LDH
(UIL) 125,6+48,02 127,0 £ 12,11 157,8 £ 29,56 114,4 £ 46,73 119,0 £ 27,58 183,8 £ 26,79 111,8 £ 34,85 114,6 £ 14,12 164,8 £ 31,43 <0,0001 0,6756 0,5224
CCL2
(pg/ml) 321,8+51,54 299,9 £+ 42,77 377,2+114,8 305,1 £ 55,62 299,2 + 65,40 396,4 + 120,3 318,4 £ 71,74 291,1 £48,74 402,5 £ 94,18 0,0001 0,9794 0,9518
IL-8
(pg/ml) 28,48+23,51 39,42 + 27,73 66,47 + 46,01 29,60 + 21,62 30,97 + 19,46 56,34 + 32,92 31,42+ 14,78 33,80 + 31,83 54,72 + 24,38 0,0008 0,7295 0,9509

Cortisol (C); Testosterona (T); Mioglobina (Mio); Creatina quinase (CK); Lactato desidrogenase (LDH);

*p=<0,05 para diferenga entre os grupos RR/RX vs XX no mesmo tempo de coleta

# p<0,05 para diferenga entre os gendtipos RX e XX comparado gendtipo RR
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Esses achados corroboram Clarkson et al. (2018), que demonstraram que sujeitos XX
apresentaram CK basal mais baixo quando comparado aos grupos heterozigotos (P
= 0,035). Entretanto, Belli et al. (2017), compararam a concentragao de CK, LDH e
Mio, e observaram a influéncia do polimorfismo do gene ACTN3 R577X sob as
respostas ao danos musculares em atletas XX foi de 5.377% e dos grupos RX e RR
foi de 1.666%, gerando uma diferenga significativa (P = 0,005). Sugerindo que atletas
deficiéncia de alfa-actinina-3 podem ser mais suscetiveis a rabdomidlise e
complicagcdes de saude associadas durante competicdes de ultra resisténcia.

Essa associagéo positiva entre genotipo e uma maior resposta inflamatéria pode nos
fornecer informagdes com relagao a adaptabilidade do individuo a esse tipo de treino,
independente do microdano muscular. Uma vez que as citocinas analisadas (CCL2 e
IL-8) e o proprio estresse mecanico causado pelo exercicio estdo relacionadas a
ativacao de integrinas e consequentemente com adaptagao celular (PACCAUD et al.,
1990; DESHMANE et al., 2009; HARMON et al., 2010).

O presente estudo sugere que o tipo de treino influencia diretamente na resposta
adaptativa do individuo independente do perfil genético. Porém, o tempo de intervalo
entre um exercicio e outro ou entre uma sessao e outra devam ser diferentes a fim de
garantir maior recuperagdo muscular para a realizagdo da proxima série ou para
préxima sessdo de treinamento, afim de se garantir maior volume total de treino
(SALES et al., 2009; MIRANDA et al., 2020).
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8 LIMITAGOES DO ESTUDO

Como todo estudo, este também possui algumas limitagdées, o controle nutricional,
pois os individuos foram orientados apenas a manter suas dietas normais o que pode
em algum momento ter prejudicado ou favorecido a recuperagdo muscular,
principalmente, no periodo 24 horas apos a sessdo de treino. A inexperiéncia de
alguns voluntarios em realizar repeti¢cdes até a falha concéntrica e por fim, a auséncia
de um acompanhamento a longo prazo, que poderia elucidar de maneira mais clara

como essas alteragdes agudas favorecem adaptagdes cronicas ao exercicio.
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9 ESTUDO ADJACENTE
Terceiro e ultimo objetivo desse trabalho foi elaborar uma revisao sistematica sobre o
polimorfismo ACTN3-R577X e sua associagao ao dano e remodelamento muscular
que sera apresentado na integra como estudo adjacente intitulado:

Polimorfismo do gene da alfa-actinina-3 (ACTN3-R577X), dano e remodelamento

muscular induzido pelo exercicio fisico: uma revisao sistematica
OBJETIVO

O objetivo deste estudo é analisar a influéncia do polimorfismo do gene ACTN3-
R577X sobre os marcadores de dano muscular induzido pelo exercicio, considerando

o protocolo de exercicio e a demanda metabdlica predominante.

O referido estudo foi submetido para analise de publicacdo na revista “Human
Movement (HUMMOV-00343-2019-01)” e agora esta em fase de readequagdes

metodologicas para uma nova submisséo.
METODOLOGIA

Este trabalho de reviséo sistematica foi realizado conforme a recomendacéo PRISMA,
no periodo de 2012 até setembro de 2017. No qual foram analisados trabalhos
experimentais e originais em humanos publicados e indexados nas seguintes bases
de dados: PubMed Central® (PMC), SCOPUS (Elsevier) e Medline (EBSCO). Este
trabalho foi analisado por dois pesquisadores de forma independente e havendo
discordancia entre eles, um terceiro avaliador foi consultado. A pesquisa foi conduzida
por meio da combinag¢ao dos descritores em portugués e/ou inglés em dois blocos de
informagdes: o primeiro, relacionado ao gene codificante da a-actinina-3, o ACTN3
(“ACTN3" ou “actinin-3”); e o segundo, com termos relacionados ao dano ou
remodelamento muscular (“muscle damage”, “delayed-onset muscle soreness”,
‘rhabdomyolysis”, “muscle remodeling” ou “hypertrofy”). O operador logico “OR” foi
utilizado para combinar informagdes dentro de cada bloco e o operador légico “AND”
utilizado para combinar informag¢des entre dois os blocos. utilizando-se filtros
referentes ao periodo (a partir do ano de 2012 até setembro de 2017), as pesquisas
realizadas com humanos e publicagcdes provenientes de perioddicos.

Ap0s o levantamento em cada uma das bases de dados, os artigos foram transferidos

para um gerenciador de referéncias Mendeley®. Os artigos duplicados foram excluidos
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e a triagem de elegibilidade foi conduzida por meio do titulo e resumo de cada artigo.
Nesse momento, os critérios de elegibilidade foram descritos em uma planilha, e, ao
avaliar o trabalho, cada autor atribuiu trés possiveis respostas a cada um: “sim”, “nao”
e “ndo esta claro”. As respostas foram submetidas ao tratamento estatistico de
concordancia KAPPA. Os artigos que atenderam aos critérios de elegibilidade da
pesquisa (resposta “sim” e ndo esta claro, baseadas no titulo e resumo), prosseguiram
para analise posterior, que compreendia a leitura completa do artigo. Os artigos com
resposta “nao” para os critérios de elegibilidade (titulo e resumo) foram excluidos do

estudo, e o motivo da excluséo foi descrito na fase de seleg&o e elegibilidade.
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Figura 12:Fluxograma apresentando as diferentes etapas de busca e sele¢do do estudo
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RESULTADOS

De acordo com os critérios de busca, foram identificados 85 artigos, na fase de
selecédo, dez desses artigos foram excluidos por duplicidade nas bases de dados
analisadas (Figura 2). Por ndo estabelecerem uma consisténcia associativa entre as
variaveis “dano muscular” e o gene ACTN3, 63 trabalhos foram excluidos do portfélio
de estudo. Seguindo os critérios pré-estabelecidos, trés artigos foram retirados por se
associarem também a alguma patologia como, sindrome de Pompe, distrofia muscular
de Ducheene e sarcopenia, e um por ndo avaliar o dano, mas a composicdo da
estrutura muscular em ratos. Restaram oito artigos que atenderam os critérios de

elegibilidade e consolidagc&o de dados.

Na tabela 3 os artigos foram agrupados de acordo com (l) protocolo de exercicios
(resisténcia aerdbia, for¢ca ou poténcia); (Il) via metabdlica predominante (aerdbia ou
anaerobia); (Ill) concentrag&o sérica e/ ou intramuscular dos marcadores bioquimicos
relacionados ao dano ou remodelamento muscular. Observa-se que nos 8 artigos
submetidos a analise de dados, a amostra foi constituida basicamente, por individuos
saudaveis, praticantes regulares de atividade fisica ou atletas de alto rendimento,
totalizando 560 individuos, sendo 181 atletas de modalidades predominantemente
aerobias, 342 individuos saudaveis fisicamente ativos, praticantes de diferentes
modalidades esportivas e 37 atletas de futebol, modalidade caracterizada como
atividade intervalada, de alta intensidade e longa duracgao.

Ao analisar os biomarcadores de lesdo muscular utilizados para associagéo ao perfil
genético do ACTN3, sete artigos avaliaram a concentracdo de CK, trés desses
avaliaram também a concentracdo de Mio. Sendo que em todos os estudos, as
concentragdes dos marcadores de dano muscular estavam significativamente maiores
apos o exercicio nos individuos portadores do polimorfismo ACTN3-R577X. Sugerindo
uma menor capacidade do musculo esquelético em satisfazer as exigéncias
fisiologicas impostas por exercicios autorregulados, predominantemente aerobios ou

anaerobio.



Tabela 3: Estudos incluidos e categorizados para sintese qualitativa
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Autor (es)/ Ano

Amostragem

Protocolo de exercicio

Marcadores analisados

Resultados encontrados

Belli et al., 2017

20 corredores de aventura

Prova de corrida de aventura

CK, Mio, LDH e AST

1 CK, Mio, LDH e AST nos
individuos com gendtipo XX

Del Coso et al., 2017a 71 corredores Prova de maratona CK e Mio 1 CK e Mio nos portadores do
alelo X
Del Coso et al., 2017b 67 corredores Prova de maratona CK 1 CK nos individuos com maior

susceptibilidade a lesdo muscular
(estudo poligénico)

Del Coso et al., 2016

23 triatletas

Meia prova de triatlon

Glicose, sodio, potassio,
CK e Mio

1CK e Mio nos portadores do
alelo X

Deuster et al., 2013

181 civis submetidos ao
treinamento militar

Exercicio predominantemente
aerobico realizado em
degraus de 30cm

CK, urina turva e presenca
de pelo menos um sintoma
clinico de rabdomidlise (dor
muscular, inchago e / ou
fraqueza)

1 susceptibilidade dos individuos
com gendtipo XX ao
desenvolvimento de rabdomidlise

Pimenta et al., 2012

37 jogadores de futebol

Exercicio circuitado
(saltos, corridas com
diferentes distancias,
velocidades e mudancga de
direcéo)

CK, IL-6, a-actinina,
testosterona e cortisol

1CK, a-actinina e cortisol no pos-
exercicio no grupo XX

Norman et al., 2014

143 atletas de diferentes

esportes

Teste de Wingate e teste
intervalado 30s de estimulo /
20s de pausa

Glicogénio e fosforilagéo de
AKT, mTor, P70S6k e rpS6

tfosforilacdo de mTOR e P70S6k
e |glicogénio nos perfis genéticos
RR e RX

Venckunas et al., 2012

18 homens saudaveis

Saltos pliométrico

CK

1CK nos individuos com genétipo
XX vs RR

CK: creatina; Mio: mioglobina; LDH: lactato desidrogenase; AST: aspartato aminotransferase; IL-6: interleucina 6; AKT: proteina quinase B; mTor: alvo da
rapamicina em mamiferos; P70S6k: proteina ribossémica S6 quinase; rpS6: proteina ribossémica S6
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Estudos que compararam a adaptabilidade do tecido muscular entre individuos
portadores e n&o portadores do alelo X no o gene ACTN3 observaram que
embora o ritmo de corrida tenha sido o mesmo para os dois grupos (RR vs RX e
XX), o grupo RR apresentou menor redugdo da poténcia muscular, além de
menores niveis de percepg¢ao subjetiva do esforgo e da dor ao término da prova.
Entretanto, determinar a performance esportiva a partir de um unico gene pode
ser pouco prudente. Por isso, alguns estudos debatem se um arranjo algoritmico
de genes poderiam ser fator determinante para performance e recuperagéo de
atletas.

CONCLUSAO

ApOs avaliar os estudos que relacionam o ACTN3-R577X ao dano muscular
induzido pelo exercicio, notou-se que os individuos portadores do alelo X
homozigotos possuem maior susceptibilidade ao dano muscular,

independentemente do tipo de exercicio e do marcador analisado.
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10 CONCLUSAO

O polimorfismo genético ACTN3-R577X mostrou uma interagdo entre os
marcadores CCL2, IL-8 e LDH. Sugerindo que o polimorfismo do gene ACTn3-
R577X teria uma relagdo com a reposta inflamatéria dos individuos. E que
apesar do menor volume de treino, os individuos portadores do perfil genético
XX apresentaram maior percepc¢ao de dor na DMIT.

Sugere-se que individuos portadores do perfil genético XX apresentem um
desempenho e respostas adaptativas diferentes ao treinamento de forca. Além
de necessitarem de um tempo de recuperacdo maior, entre as séries, entre os

exercicios e entre as sessoes de treinamento.

Dessa forma, o estudo contribui com o aperfeicoamento dos métodos de
treinamento cada vez mais individualizado, maximizando os resultados em
relagéo ao tempo de execugao e minimizando o risco as lesdes osteomusculares
e, consequentemente, evitando afastamento do atleta de uma sequéncia de

jogos, ou mesmo de uma temporada completa.
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ANEXO 1
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE):

“ANALISE DOS MARCADORES DE DANO MUSCULAR
ASSOCIADOS AO PERFIL GENETICO DA ACTN3 APOS UMA
SESSAO DE TREINO DE FORGA.”

Venho por meio deste convida-lo a participar do projeto de pesquisa cujo titulo
esta supracitado, que tem como objetivo avaliar o efeito de uma sesséo de treino de
forca na musculagdo em biomarcadores sanguineos de dano muscular e sua
associagao ao perfil genético do ACTN3 em adultos jovens praticantes regulares de
atividade fisica. Sera realizada uma sessao de treino de musculagdo para membros
inferiores e o sangue sera coletado antes, imediatamente apds e 24 horas apos o final
da sesséo de treino.

Riscos e Beneficios esperados

A realizacao deste estudo envolve os riscos gerais relacionados a pratica de exercicios
fisicos, como lesdes musculoesqueléticas, e a coleta de sangue periférico. Porém, a
frequéncia com que esses eventos ocorrem em condigbes laboratoriais € minima e,
tanto a sessao de treino quanto a coleta de sangue, serdo realizadas por profissionais
treinados sob condigbes de seguranga. O beneficio direto ao voluntario, sera o
recebimento de informagdes sobre sua composi¢cdo corporal e seu desempenho nos
testes maximos que poderao ser utilizados para a prescrigdo e controle do seu programa
de treinamento. Esta pesquisa também ajudara na compreensdo de mecanismos
importantes associados aos beneficios do exercicio fisico para a populagéo.

Questionamentos

Em caso de quaisquer duvidas, vocé podera perguntar e esclarecer seus
guestionamentos com os pesquisadores a qualquer momento da pesquisa.

Suspensao da pesquisa

Vocé tem a liberdade de nao participar ou de desistir a qualquer momento, sem qualquer
penalidade ou qualquer outro transtorno para voceé.

Eventuais Danos materiais e morais

Todas as despesas especificamente relacionadas com o estudo sdo de responsabilidade
dos pesquisadores deste estudo. Se durante ou apds o estudo, vocé tenha outras
duvidas ou entenda que apresentou qualquer consequéncia negativa, por favor, entre
em contato com o pesquisador responsavel pelo estudo: O aluno de mestrado Bruno
Magalhdes de Castro pelo telefone: (031) 98771-0858. Vocé podera recusar-se a
participar deste estudo e/ou abandona-lo a qualquer momento, sem precisar se justificar.
Vocé também deve compreender que os pesquisadores podem decidir sobre a sua
exclusdo do estudo por razdes cientificas, sobre as quais vocé sera devidamente
informado.
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Uso das informacgoes obtidas

As informagdes obtidas durante o teste serdo tratadas de forma restrita e confidencial.
Os dados da pesquisa serao armazenados pelo coordenador da pesquisa (Professor
Dr. Daniel Barbosa Coelho) em sua sala (Sala 23 A) do Centro Desportivo da
Universidade Federal de Ouro Preto (CEDUFOP) por um periodo de 5 anos. Os dados
nao serao liberados ou revelados para mais nenhuma pessoa a hao ser 0s responsaveis
pela andlise e escrita dos resultados. As informagdes obtidas serdo usadas por uma
analise estatistica com objetivos cientificos. Pode estar certo que sua privacidade e
anonimato serdo garantidos.

Contato com o pesquisador e como o Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Ouro Preto

Qualquer esclarecimento entre em contato com o pesquisador do presente
projeto pelo e-mail: brunodemagalhaes@gmail.com , ou pelo telefone: 98771-
0858.

Segue também o contato do comité de ética em pesquisa da Universidade Federa de
Ouro preto: Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro Preto,
Campus Universitario — Morro do Cruzeiro, na Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-
Graduagéo, ICEB - Ouro Preto (MG), ou pelo telefone (31) 3559-1368, sempre que
desejar sanar duvidas éticas. Uma coépia desse Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido ficara com vocé.

Livre Consentimento:

Concordo participar voluntariamente do presente projeto. Eu entendo que eu estou livre
para desistir da participacdo a qualquer momento. Eu dou meu consentimento para
participar deste estudo.

Data Assinatura do Voluntario

Data Assinatura do Responsavel

Telefones para contato: 31 98771-0858 (Bruno) 31 3559-1517 (Daniel)






