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RESUMO

Introducao: O desempenho esportivo ¢ influenciado por fatores genéticos, uma vez que
determinadas variacdes genéticas estdo associadas a um maior risco de lesdes. Este trabalho
teve como objetivo avaliar o polimorfismo rs8111989 do gene CKM em atletas da Caminhada
Ecologica de Goias.

Métodos: Estudo com 26 atletas que participaram da 31* Caminha Ecolodgica que ocorreu nos
dias 22 a 27 de julho de 2024. Foram coletados dados sociodemograficos, antropométricos,
habitos de vida e aplicada a avaliacdo da versdo brasileira do Questionario Noérdico.
Posteriormente, houve a coleta de material bioldgico para extragdo de DNA usando o Kit
PureLink Genomic DNA Mini Kit (ThermoFisher, EUA). As amostras foram quantificadas
através do uso do espectrofotometro NanoDrop (ThermoFisher, EUA). Para a genotipagem,
foi usado o termociclador QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (ThermoFisher, EUA) e
o kit TagMan Real Time PCR® (SNP Genotyping kit, da AppliedBiosystems, EUA). Foi
utilizado o teste do X para avaliar o equilibrio de Hardy-Weinberg, comparagio entre
frequéncias alélicas e genotipicas e para avaliar a associagdo entre a variante genética e
sintomas osteomusculares.

Resultados: O alelo T apresentou maior frequéncia (67%), com predominancia do genotipo
CT (50%). Dos 26 atletas, 8 (30,8%) relataram presenca de sintomas de dor nos 12 meses que
antecederam a caminhada, enquanto 4 (15,4%) relataram a presenga de sintomas nos ultimos
7 dias apds inicio da caminhada. Nao houve diferenga estatistica significante entre a
distribuicdo genotipica dos atletas e as populagdes Global (p= 0,26) e América Latina 1 (p
=0,34), apenas com a populacdo da América Latina 2 (p<0,001). A frequéncia alélica s6
apresentou diferenca estatistica significante (p<0,007) com a popula¢do da América Latina 2.
Conclusdo: Os genotipos analisados nao influenciaram significativamente os resultados, e a
ocorréncia de sintomas osteomusculares ndo apresentou diferenga estatisticamente

significativa.

INTRODUCAO

A performance esportiva tem relacdo direta com fatores ambientais, genéticos,
anatdmicos, fisioldgicos e psicologicos (1). Estudos comprovam que cerca de 66% do
desempenho individual do atleta esta relacionado a fatores genéticos, que afetam o risco de
lesGes, principalmente em corrida de longa distancia (2), em que se faz necessario o uso da

forca muscular, resisténcia e poténcia quando comparado com outras atividades (3).



Diferencas na estrutura, fungdo e regeneragdo entre musculos, ligamentos e tendoes
sugerem que € provavel que haja marcadores genéticos especificos de tecidos, alguns dos
quais podem afetar o desempenho fisico e o risco de lesdes, ou a recuperacao apoés a lesao ter
ocorrido (4). Variantes genéticas t€ém sido associadas a um risco aumentado de lesdes
musculoesqueléticas relacionadas ao esporte ou a fendtipos que predispdem os atletas a
lesdes, como: 1517602729 (AMPDI), rs4646994 (ACE), rs1815739 (ACTN3), rs8111989
(CKM), rs2849757 e rs2700352 (MLCK), rs1800012 (COLIAI), rs12722 (COL5AI) e
1s970547 (COL1241) (5,2).

O gene Creatina quinase especifica do musculo (CKM), regula a energia durante o
exercicio (1), pois catalisa de forma reversivel o fosfato da fosfocreatina para diofosfato de
adenosina e gera posteriormente o triofosfato de adenosina, sustentando o canal de Ca?" -
ATPase do reticulo sarcoplasmatico (6).

O gene codificador CKM esta localizado na regido 19g13.32 e coordenadas
genbmicas (GRCh38): 19:45,306,413-45,322,875 (7). Foram mapeados cerca de 260
polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs) no CKM, porém o mais pesquisado estd na
posicdo 3’ ndo traduzida, o rs8111989, em que ha troca da adenina por guanina na regido 800
do nucleotideo (3). Acredita-se que essa variante afeta a expressdo do CKM, por alterar o
sinal de localizacdo celular no mMRNA, importante para a acdo correta da regulacéo de energia,
apesar de estar em uma regido ndo codificadora (8). Constatou-se que o alelo G do
polimorfismo reduz os niveis de creatina quinase no musculo esquelético em exercicios de

longo prazo, dando indicativos de que esse alelo protege contra danos musculares por esforco
(3).

A Gendmica esportiva tem como objetivo o acompanhamento fisico e nutricional
personalizado, além da prevencdo de doencas relacionadas ao exercicio através de métodos
moleculares (4). Por ainda ndo haver consenso sobre a associacdo das altera¢cdes C/T com o
desempenho atlético (9), o presente estudo visa avaliar o polimorfismo rs8111989 do gene

CKM em atletas da Caminhada Ecoldgica de Goias.

METODOS

Delineamento do Estudo e Grupo Amostral

A Caminhada Ecolégica é um evento anual, no Estado de Goias, realizado pelo grupo
Jaime Camara, através do Jornal O Popular e do Sesc. O principal objetivo da caminhada ¢ a
conscientizacdo sobre a preservagdo do Cerrado e do Rio Araguaia. Tem como ponto de

partida o Santuario Basilica Divino Pai Eterno, localizado na cidade de Trindade. Os atletas



percorrem cerca de 60km por dia e fazem parada nas cidades Goianira, Brazabrantes, Caturai,
Inhumas, Itaucu, Itaberai, Goias, Faina, e Araguapaz, tendo como ponto de chegada a cidade
de Aruana as margens do Rio Araguaia (10).

Os atletas que integram o presente estudo participaram da 31* Caminha Ecoldgica que
ocorreu nos dias 22 a 27 de julho de 2024 e teve como tema “Cuidar do Cerrado, tem que ser
agora” (10). Um total de 26 atletas que participaram da 31* Caminha Ecologica foram
convidados a participar do estudo e os que concordaram assinaram o Termo de Consentimento
Livre ¢ Esclarecido (TCLE) aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUC Goias. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUC Goias, com o CAAE
69982623.0.0000.0037 e parecer n® 6137377.

Coleta do Material Bioldgico

Apos assinatura do TCLE, foi realizada a coleta de sangue periférico, por
venopuncdo. O material foi armazenado em tubos & vadcuo com EDTA. Apos a coleta, as
amostras de sangue com EDTA foram encaminhadas para laboratério Nucleo de Pesquisas

Replicon (NPR) da PUC Goiés para armazenamento e realizacdo dos testes genéticos.
Coleta de dados clinicos

Foram realizadas as coletas de dados sociodemograficos, antropométricos e habitos
de vida, alem da avaliacdo dos sintomas osteomusculares dos 12 meses que antecedem a
caminhada, a partir da Versao brasileira do Questionario Noérdico. Todos estes dados foram

coletados um dia antes do inicio da caminhada ecoldgica.

No penultimo dia da caminhada, foram avaliados os sintomas osteomusculares
considerando a ultima questdo do Questiondrio Naordico que avalia a presenca de algum

problema (como dor, formigamento e dorméncia) nos Ultimos 7 dias.

Extracdo do DNA Gendmico e Quantificagdo das Amostras

A extracdo de DNA foi realizada usando o Kit de extracdo de DNA PureLink Genomic
DNA Mini Kit (ThermoFisher, EUA), seguindo o protocolo do fabricante. Apés a purificagao
do DNA, as amostras foram quantificadas através do uso do espectrofotdmetro NanoDrop

(ThermoFisher, EUA), seguindo o protocolo do fabricante.

Genotipagem do SNP rs8111989
O polimorfismo rs8111989 do gene CKM foi analisado através da técnica de PCR em

tempo real, usando o termociclador QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (ThermoFisher,



EUA) e o kit TagMan Real Time PCR® (SNP Genotyping kit, da AppliedBiosystems, EUA),
seguindo recomendacdes do fabricante. O ensaio consiste na utilizacdo de duas sondas
TagMan® MGB com as sequencias
GCTTTCTAGGAGAAATGGGGAGCCA[C/IT]IGGCAGGTTCTTGAGAAAGTAAGGGA
marcadas com fluoréforos. Na primeira sonda é encontrado um fluoréforo VIC marcado para

o0 alelo C e a segunda sonda o fluoréforo FAM marcado para o alelo T.

Analise dos dados

Os gendtipos e as informacgdes fornecidas pelos participantes da pesquisa, foram

tabulados no Microsoft Excel® 2013. Em seguida, a planilha foi exportada para o software
de analise estatistica Statistical Package for the Social Sciences® (SPSS), versdo 20.0.

Através deste software, foi realizado a andlise descritiva das variaveis quantitativas
continuas mediante calculo de médias, desvios padrdes e percentis. As variaveis foram
analisadas por meio de frequéncia absolutas e relativas. O teste do X foi usado para verificar
a conformidade com o equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) e para avaliar associacao entre
0S grupos genotipicos e a ocorréncia de sintomas osteomusculares. Além disto, foi realizada

a analise estatistica adotando nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

No presente estudo foram avaliados 26 atletas participantes da caminha ecoldgica de
Goias no ano de 2024, sendo 19,2% (5/26) do sexo feminino e 80,8% (21/26) do sexo
masculino. A média geral da idade dos participantes foi de 49,6 anos, com limite inferior de
28 anos e superior de 73 anos. Em relacdo a pratica de atividade fisica, todos os atletas
declaram praticar atividade fisica, sendo que a maioria pratica 6 vezes por semana. Foi

relatado pelos atletas problema ortopédico em 15,3% (04/26) (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise descritiva dos dados sociodemogréficos, clinicos e antropométricos dos
atletas da caminhada ecoldgica, Goias, 2024.

Variaveis Média ou f (%) | Minimo Maximo
s IQade (ar-1os)1 (xDP) 49,6 (+9,67) 28 73
2 o Faixa etaria
o
§ 2 <40 4 (15,4) na na
g 40 a 59 18 (69,2) na na
o > 60 4 (15,4) na na




Sexo

Feminino 5(19,2) na na
Masculino 21 (80,8) na na
Frequéncia Semanal
§ 2 vezes 1(3,8) na na
% i 3 vezes 4 (15,4) na na
S 3 4 vezes 5(19,2) na na
@
= ‘Ej 5 vezes 6 (23,1) na na
Z 6 vezes 7(27) na na
7 vezes 3(11,5) na na
Problema Ortopédico
Clinica Sim 4 (15,3) na na
Né&o 21 (80,7) na na
g B Altura (m)t (+DP) 1,7 (x0,10) 1,59 1,87
o —_
§' § g Peso (Kg)! (+DP) 67,2 (£10,6) 53 92
< = IMC (Kg/m?) t (+DP) | 22,9 (+2,1) 19,15 27,43

IMédias; F: Frequéncia absoluta; +DP: Desvio Padrdo; m= metros; Kg= quilograma; Kg/m2=
quilograma metro ao quadrado; na: ndo se aplica.

Com relagdo aos sintomas osteomusculares,

dor, desconforto ou dorméncia, 8

(30,8%) dos atletas relataram presenca de sintomas de dor nos Ultimos 12 meses que

antecederam a caminhada, enquanto, 4 (15,4%) relataram a presenca de sintomas nos Ultimos

7 dias da caminhada. As regides anatdbmicas com maior presenca de dor nos ultimos 12 meses

foram pescogo e parte inferior das costas, e para os ultimos 7 dias a regido anatdbmica com

maior presenca de dor foi tornozelos/pés. (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuigdo da prevaléncia de sintomas osteomusculares, dor, desconforto ou dorméncia,
segundo local da dor, nos ultimos 12 meses e 7 dias, em atletas da caminhada ecoldgica, Goiés, 2024.

Local Dor 12 meses Dor 7 dias

| n % n %
Geral 8 30,8 4 15,4
Pescoco 3 115 0 0
Ombros 1 3,8 0 0
Parte Superior das Costas 1 3,8 1 3,8
Cotovelos 0 0 0 0
Punhos / Maos 1 3,8 0 0
Parte Inferior das Costas 3 11,5 0 0
Quadril / Coxas 0 0 1 3,8
Joelhos 1 3,8 0 0
Tornozelos / Pés 0 0 2 7,7

No que diz respeito aos atletas com impedimento de realizar atividades habituais

(trabalho, atividades domésticas e de lazer), apenas 1 (3,8%) atribuiu a limitacdo a um

problema na parte inferior das costas. Dos 26 atletas do estudo, apenas 5 (19,2 %) consultaram



um profissional da salde, sendo as regides anatdbmicas mais relatadas a parte inferior das

costas e os joelhos, ambos com 7,7%.

Em relacdo a avaliacdo genotipica dos atletas, foram calculadas as frequéncias
genotipica e alélica do CKM e o HWE foi estimado para o SNP rs8111989 (Tabela 3). Foi
observado que a populacdo do estudo apresentou em conformidade com HWE (p<0,05),
conforme indicado na Tabela 3.

Tabela 3. Frequéncias genotipicas e alélicas da variante rs8111989 do gene CKM testadas para o
Equilibrio de Hardy-Weinberg em atletas da caminhada ecol6gica, Goias, 2024.

Gendtipo f(n) FR (%0) e p
TT 11 42
CT 13 50 2,85 024
CC 2 8
Alelo
T 35 67
C 17 33

F: Frequéncia absoluta; FR: Frequéncia relativa; X2:qui quadrado; p: valor de p.

Foi realizado um levantamento sobre a frequéncia da distribuicéo alélica e genotipica
do banco de dados ALFA (Allele Frequency Aggregator) para a populacdo global, América
Latina 1 e América Latina 2, as informaces estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Levantamento das frequéncias da distribuicdo genotipica e alélica das populacdes Global,
América Latina 1 e América Latina 2 do banco de dados ALFA.

Genétipo Pg)llélggf\o Populiz??ngTérica Populigilion,:r;érica
TT 46% 46% 64%
CT 42% 49% 31%
CcC 11% 5% 5%
Alelo
T 67% 71% 79%
Cc* 32% 33% 21%

*Alelo de menor frequéncia (alelo de risco)

Assumindo que a populacdo do presente estudo esteja em equilibrio de Hardy-
Weinberg, foi aplicado o teste X? para observar se ha diferenca entre a distribuicio genotipica
identificada no grupo de atletas e a distribuicdo obtida no banco de dados ALFA. N&o houve
diferenca estatisticamente significante entre a distribuicdo genotipica dos atletas e as

populacBes Global e América Latina 1, com p= 0,26 e 0,34, respectivamente. No entanto,



quando comparado a distribuicdo genotipica dos atletas com a populacdo da América Latina
2 houve diferenca estatistica entre os grupos (p<0,001), sendo que a diferenca entre 0s grupos
se deu pela populacdo América Latina 2 apresentar uma frequéncia do genotipo TT superior

quando comparado com a frequéncia do mesmo gen6tipo na populagdo de atletas.

Ao realizar a mesma comparacédo para a frequéncia alélica, foi observado diferenca
estatisticamente significativa apenas quando comparado a distribuicdo alélica dos atletas com
a populacdo da América Latina 2 (P<0,007), devido a uma maior frequéncia do alelo T na
populacdo da América Latina 2. J& os grupos da populacdo global e América Latina 1 ndo séo

diferentes da frequéncia alélica dos atletas com p=0,832 e p=0,509, respectivamente.

O teste X? de independéncia foi realizado para avaliar se ha uma associagio
significativa entre os grupos TT e grupo CT+CC e a ocorréncia de sintomas osteomusculares
nos ultimos 12 meses que antecedeu a caminhada ecoldgica e 7 dias da caminhada, com os
gendtipos do polimorfismo rs8111989 do CKM. O resultado do teste indicou ndo haver
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p>0,05).

Tabela 5. Comparacéo entre sintomas osteomusculares, dor, desconforto ou dorméncia, nos dltimos

12 meses e 7 dias e 0s grupos de gendtipos rs8111989 do gene CKM nos individuos em atletas da
caminhada ecoldgica, Goias, 2024.

- Com Sintomas Sem Sintomas ¥ p
Genotipos
Osteomusculares Osteomusculares
Grupo TT 6 16
Grupo 0,48 0,49
CT+CC 6 24
DISCUSSAO

No presente estudo observamos diferenca estatistica das frequéncias alélicas e
genotipicas entre o grupo amostral e a populacdo da América Latina 2, devido ao gendtipo
TT estar em maior frequéncia quando comparado ao mesmo genétipo na populacao de atletas.
A populagdo Ameérica Latina 2 é composta de individuos latino-americanos com ascendéncia
predominantemente europeia e nativa americana (11), enquanto a América Latina 1 é

composta de individuos latino-americanos com ascendéncia afro-caribenha (12).

A ancestralidade da populacdo brasileira apresenta variagdes conforme a regido
geografica do pais. Embora a ancestralidade europeia seja predominante, representando entre
58,9% e 59,72%, é mais frequente nas regides Sul e Sudeste. A ancestralidade africana, que
variade 27,13% a 27,19%, predomina na regido Nordeste. Ja a ancestralidade indigena nativa,

com valores entre 13,14% e 13,36%, € mais expressiva na regido Norte do Brasil. Ao



investigar os processos historicos da miscigenacao no Brasil, durante os anos de 1808 e 1888,
mais de 2 milhdes de africanos foram traficados e trazidos para o Brasil (13). Estima-se que,
no século XIX, 80% da populacdo de Goias era composta por pessoas pardas e negras,
oriundos do sul de Minas Gerais, Nordeste e Norte, que impactados pela crise aurifera e

aboligdo da escraviddo, buscavam o Sertdo de Goiés para estabelecer a familia (14).

Os resultados do presente estudo evidenciaram que o alelo T possui maior frequéncia
populacional, com predominancia do genétipo CT, que corrobora com o estudo realizado com
karatecas profissionais iranianos, em que se observou que o gendtipo CT tem maior
frequéncia (56,9%) (15). Em contrapartida, o estudo realizado com atletas profissionais de
alta performance russos e lituanos, apresentou T como alelo de maior frequéncia e o gen6tipo
TT (3). Em um estudo com alpinistas russos, japoneses e poloneses, observou-se,
respectivamente, maior frequéncia do alelo C (41%) e do gendtipo CT (44%) entre 0S russos;
do alelo C (10%) e do geno6tipo TT (81%) entre os japoneses; e do alelo C (36%) e do genétipo
CT (53%) entre os poloneses. (16).

Ao avaliar se hd uma associacdo significativa entre o grupo de gendtipos e a
ocorréncia de sintomas osteomusculares, ou seja, se as proporcdes de sintomas diferem
significativamente entre os grupos, verificamos que ndo existe uma associa¢do significativa
entre 0s grupos e a ocorréncia de sintomas osteomusculares na populagéo de atletas. Segundo
o estudo de Ginevic'iene, et al (2021), atletas com o gen6tipo TT tém seis vezes mais
probabilidade de sofrer ruptura muscular por esforco do que os genétipos CT ou CC,

sugerindo que o alelo C protege contra danos musculares por esforgo.

N&o h& consenso entre a influéncia dos niveis séricos de CK elevados com dano
muscular, pois pode ser influenciada por alguns fatores, como etnicidade, hidratacéo,
atividade enzimatica, depuracdo no soro e intensidade dos exercicios (17). Entretanto, ao ser
associada ao gendtipo, pode ter significado clinico, em que o alelo C exerce papel protetor
frente aos danos musculares relacionados a atividade fisica intensa, sugerindo sua possivel

relevancia na prevencdo de lesdes em atletas (18).

A dor que precede a corrida de rua esta diretamente associada a frequéncia de treino
semanal (19). Os atletas que relataram dor treinavam, no minimo, trés vezes por semana. No
caso especifico da Caminhada Ecoldgica de Goias, sdo percorridos 60 km por dia, que exige
grande esforgo ao sistema musculoesquelético e grande intensidade dos treinos, o0 que pode
favorecer o surgimento de dores. As lesdes que mais acometem os atletas séo originadas de

micro traumas acumulativos e determinam leséo por sobrecarga (20).



O presente estudo identificou que o alelo T apresentou maior frequéncia, sendo o
genotipo heterozigoto CT o mais prevalente entre os participantes. Sendo observado um perfil
de distribuicdo genotipica e alélica diferente entre a populagédo de atletas e a populagédo da
América Latina 2. Além disso, ndo foi observado influéncia dos gendtipos e a presenca de
sintomas osteomusculares ndo revelou significancia estatistica. E recomendavel estudos
adicionais com amostras ampliadas para melhor compreensdo do papel desse polimorfismo

neste contexto esportivo dos atletas da caminhada ecoldgica.
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