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RESUMO

O exercicio fisico, por aumentar o consumo de oxigénio, pode produzir um
desequilibrio entre a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a
capacidade de defesa antioxidante do organismo, levando ao estresse oxidativo.
Esta sobrecarga oxidativa pode acarretar dano celular e graves lesbes musculares
com consequente processo inflamatério. Neste contexto, muitos atletas consomem
suplementos antioxidantes para evitar os danos oxidativos, a inflamacdo e o
consequente comprometimento do desempenho. O pequi (Caryocar brasiliense
Camb.), um fruto tipico do cerrado brasileiro, contém diversos componentes
antioxidantes, importantes para reduzir ERO produzidas durante a atividade fisica.
Visto que nutrientes presentes na alimentacdo podem interagir com o genoma
humano para influenciar a saude e a doenca, e variabilidade genética também pode
influenciar a resposta a dieta, estudos que avaliem esta interacado podem contribuir
para futuras intervengdes dietéticas baseadas no conhecimento do requerimento
nutricional, do estado nutricional e do genétipo. Alguns polimorfismos ja foram
descritos na literatura como agentes interferentes do desempenho atlético em
determinadas categorias de esportes. Entre eles, varias variantes sob a forma de
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) ja foram identificadas, incluindo os SNPs
R577X no gene da a-actinina-3 (ACTN-3), TG na regidao promotora do gene da
eritropoetina (EPO) e G6002A no receptor de eritropoetina (EPOR). O gene da
ACTN-3 codifica a proteina a-actinina-3, componente altamente conservado da
maquinaria contratil das fibras rapidas da musculatura esquelética, e € expresso
apenas em miofibras tipo Il, que sao fibras glicoliticas do musculo esquelético. O
polimorfismo da ACTN-3 resulta na substituicdo de uma arginina (R) por um c6don
prematuro de parada (X) na posicdo 577 e cria uma proteina nao funcional. A
eritropoetina (EPO) € o principal hormbénio endégeno regulador da eritropoiese, que
permite a sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo das células progenitoras e,
consequentemente, aumento da oxigenagao dos tecidos. Assim, polimorfismos no
gene da EPO ou de seu receptor (EPOR) podem afetar o desempenho atlético, por
influenciarem a expressdao de EPO. O objetivo deste trabalho foi investigar a
influéncia dos SNPs rs1815739 no gene da ACTN-3, rs1617640 na regido promotora
do gene da EPO, e rs121918116 no gene da EPOR na peroxidacgéao lipidica (Teste
Tbars), hemograma completo e dosagens bioquimicas de creatina quinase (CK),
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e proteina C-
reativa (PCR e PCR-us), em uma amostra de corredores de rua do Distrito Federal
(N=123), antes e depois da suplementacdo com 400mg de 6leo de pequi em
capsulas ingeridas diariamente por 14 dias consecutivos. As amostras de sangue
foram coletadas imediatamente apds cada uma das corridas para realizar os testes.
O DNA foi obtido por extracdo da fragdo leucocitaria, e a genotipagem foi realizada
por PCR seguida por corte com enzimas de restricdo. Os dados estatisticos para as
frequéncias alélicas e genotipicas foram gerados pelo programa Genepopweb®, e
os demais dados pelo programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).
Os resultados demonstraram que todos os genétipos estudados encontraram-se em
equilibrio de Hardy- Weinberg (EHW). Apesar dos muitos parametros analisados
apresentarem diferenca significativa entre os sexos, faixas etarias e distancias
percorridas, nenhuma correlacdo entre esses parametros e os polimorfismos
analisados foi encontrada. O polimorfismo da EPO influenciou os resultados do
eritrograma e do plaquetograma, sugerindo uma vantagem aerodbica para o genoétipo



TG, e uma desvantagem para o gendétipo GG sobre possiveis eventos de
complicacdes microvasculares, enquanto ndo foi encontrada associagdo do
polimorfismo da ACTN-3 com o desempenho de resisténcia. Ambos o0s
polimorfismos influenciaram as respostas dos corredores ao 6leo de pequi, onde
respostas significativas foram observadas para o genétipo selvagem da EPO (TT)
nos valores de eritrocitos (p=0,000), hematécrito (HCT, p=0,001), hemoglobina
corpuscular média (HCM, p=0,000) e concentragdo hemoglobinica corpuscular
média (CHCM, p=0,001); e para os gendtipos TT e TG (p=0,000 para ambos) nos
valores da amplitude ou variacado da distribuicdo do tamanho dos eritrcitos (RDW).
Diferencas significativas também foram observadas no plaquetograma s6 para os
gendtipos TT e TG. O polimorfismo da ACTN--3 influenciou principalmente os
valores de AST e CK, onde os heterozigotos RX tiveram uma reducao significativa
nos valores de AST (p=0,037), e os homozigotos XX, nos valores de CK (p=0,010)
apds a suplementacdo o 6leo de pequi. Esses resultados de resposta diferenciada
de cada polimorfismo a suplementacdo com capsulas de pequi demonstram a
importancia dos efeitos da nutrigenémica no desempenho do atleta.

Palavras-chave: Caryocar brasiliense; polimorfismos genéticos; genotipagem; alfa-
actinina-3; eritropoetina.



ABSTRACT

Physical exercise, by increasing oxygen consumption, can produce an imbalance
between the generation of reactive oxygen species (ROS) and antioxidant defense
capacity of the organism, leading to oxidative stress. This oxidative overload can
cause cell damage and severe muscle damage with consequent inflammation. In this
context, many athletes consume antioxidant supplements to prevent oxidative
damage, inflammation and consequent impairment of performance. Pequi (Caryocar
brasiliense Camb.), a typical fruit of the Brazilian Cerrado, contains several
antioxidant components that are important to reduce ROS produced during physical
activity. Since nutrients present in food can interact with the human genome to
influence health and disease, and genetic variability may also influence the response
to diet, studies evaluating this interaction may contribute to future dietary
interventions based on knowledge of nutritional requirement, nutritional status and
genotype. Some polymorphisms have been described in the literature as agents
interfering in athletic performance in certain categories of sports. Among them,
several variants in the form of single nucleotide polymorphisms (SNPs) have been
identified, including the SNPs R577X in the a-actinin-3 gene (ACTN-3), T—G in the
promoter region of the erythropoietin (EPO) gene, and G6002A in the erythropoietin
receptor (EPOR). The ACTN-3 gene encodes protein a-actinin-3, a highly conserved
component of the contractile machinery of the fast skeletal muscle fibers, and is
expressed only in type Il myofibers, which are glycolytic fibers of skeletal muscle. The
ACTN-3 polymorphism results in substitution of an arginine (R) by a premature stop
codon (X) at position 577 and creates a non-functional protein. Erythropoietin (EPO)
is the main endogenous hormone regulator of erythropoiesis, which allows the
survival, proliferation, and differentiation of progenitor cells and, hence, increased
oxygenation of the tissues. Thus, polymorphisms in the EPO gene or in its receptor
can affect athletic performance by influencing the expression of EPO. The aim of this
study was to investigate the influence of the SNPs rs1815739 in the ACTN-3 gene,
rs1617640 in the promoter region of the EPO gene, and rs121918116 EPOR gene in
the lipid peroxidation (TBARS assay), taking a complete hemogram and biochemical
dosages of creatine kinase (CK), aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT) and C-reactive protein (CRP and hs-CRP), in a sample of
street runners from the Federal District (N=123), before and after supplementation of
400mg of pequi oil capsules taken daily for 14 consecutive days. Blood samples
were taken immediately after racing to perform the tests. DNA was obtained by
extraction of leukocyte fraction, and genotyping was performed by PCR followed by
cut with restriction enzymes. Statistical data for the allele and genotype frequencies
were generated by the program Genepopweb®, and other data by the program
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS). Results showed that all
genotypes were found in Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE). Although many
examined parameters showed significant differences between sexes, age group and
distance covered, no correlation between these parameters and the analyzed
polymorphisms was found. EPO polymorphism influenced results of erythrogram and
plateletgram, suggesting an aerobic advantage for TG genotype and a disadvantage
for GG genotype concerning possible microvascular complication events, while no
association was found for ACTN-3 polymorphism with endurance performance. Both
polymorphisms influenced runner’'s response to pequi oil, where the significant



responses were observed for EPO wild type genotype (TT) in the red blood cells,
hematocrit, mean corpuscular hemoglobin and mean corpuscular hemoglobin
concentration values; and for TT and TG genotypes in the red cell distribution width
values. Significant differences were also observed in the plateletgram only for TT and
TG genotypes. ACTN-3 mainly influenced AST and CK values, where heterozygous
RX had significant decrease in AST values (p=0.037), and homozygous XX in CK
values (p=0.010) after pequi oil supplementation. These results of differential
response of each polymorphism to the supplementation with pequi capsules
demonstrate the importance of the effects of nutrigenomics on athletic performance.

Keywords: Caryocar brasiliense; genetic polymorphisms, genotyping, alpha-actinin-
3; erythropoietin.
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1. INTRODUCAO

O fenbmeno da performance fisica humana sempre foi alvo de interesse de
médicos especialistas em medicina desportiva e fisiologistas do exercicio (DIAS et
al., 2007). Neste contexto, avaliacbes antropométricas, cardiopulmonares e analise
de parametros hormonais, imunolégicos e enzimaticos tém sido realizadas
(BOUCHARD et al., 1995; LAC & MASO, 2004; GHORAYEB et al., 2005; CRUZAT
et al,, 2007; DIAS et al.,, 2007; DOURADO, 2007; FOSCHINI et al., 2008).
Entretanto, algumas das caracteristicas avaliadas, como estatura, massa corporal,
adiposidade, forca muscular, flexibilidade, velocidade, capacidade aerébica maxima,
bem como composicdo de fibras musculares e capacidade de adaptacdo ao
treinamento sdo, em parte, geneticamente determinadas (BOUCHARD et al., 1995;
BEUNEN & THOMIS, 1999; SMITH, 2003). Sendo assim, o status em performance
fisica humana é multifatorial e requer a combinacéao integrada de fatores ambientais
(como treinamento e acompanhamento nutricional especificos) e genéticos (que
estdo fora do controle dos atletas e dos técnicos), tendo a predisposicao genética
grandes implicagées na caracterizagdo do individuo como um atleta de destaque
(SKINNER, 2002; SMITH, 2003; DIAS et al., 2007).

A principal questdao nao é saber se ha um componente genético associado
com o status atlético, mas como o perfil genético contribui para a performance
atlética (EYNON et al., 2011). Contudo, a andlise genética somente pode ser
considerada como um fator preditivo crucial quando o gene em andlise tem uma
forte influéncia em uma via fisioldgica no desempenho de um adulto (CALO &
VONA, 2008). Portanto, estudos com os polimorfismos genéticos associados aos
fenétipos de performance fisica podem ajudar a compreender a influéncia do
genoma humano e da variabilidade genética no desempenho fisico de atletas.

A pesquisa genética humana baseia-se na aplicacao de biomarcadores para
avaliar as caracteristicas genéticas e a relacao destas com o ambiente, objetivando
a compreensao do fenétipo desejado que, neste caso, seria 0 desempenho esportivo
(DIAS et al., 2007).

Com a perspectiva de aumentar a performance fisica de atletas, diversos
estudos tém demonstrado que o bom desempenho em uma competigéo é resultante
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de uma combinacdo de fatores que interagem com o meio (como treinamento e
acompanhamento nutricional especifico) e a genética do individuo (SKINNER, 2002;
SMITH, 2003; DIAS et al., 2007; LIPPI et al., 2010). Nesse contexto surge a
nutrigenémica, ciéncia que estuda as interacdes entre os componentes quimicos
nutricionais e o genoma humano. Os conceitos fundamentais deste campo sédo que
a progressao de um fenétipo saudavel a um fenétipo de doencga deve ocorrer por
alteracoes na expressao de genes ou por diferencas nas atividades de proteinas e
enzimas, e que produtos quimicos da dieta regulam direta ou indiretamente a
expressdao da informacao gendémica. Isto porque, em nivel celular, os nutrientes
podem: (1) atuar como ligantes de receptores de fatores de transcricao; (2) ser
metabolizados pelas vias metabdlicas primarias ou secundarias, alterando assim as
concentragcbes de substratos ou intermediarios; e (3) afetar positiva ou
negativamente as vias de sinalizacao celulares (KAPUT & RODRIGUES, 2004).

A atividade fisica intensa pode exigir maior consumo de antioxidantes
exogenos para a defesa contra o estresse oxidativo aumentado durante o exercicio,
circunstancia em que a ingestdo adequada de alimentos ricos em antioxidantes,
como o pequi, € recomendada (WATSON et al.,, 2010). Assim, estudos que
investiguem as interagdes entre a suplementacdo antioxidante e os polimorfismos
genéticos associados com fenétipos de performance fisica podem ajudar na
compreensao de como a dieta antioxidante interage com o genoma humano para
influenciar o desempenho, e como a variabilidade genética influencia a resposta a
dieta antioxidante, contribuindo assim para futuras intervencdes dietéticas baseadas
no conhecimento do requerimento nutricional, do estado nutricional e do genétipo.

Nosso estudo propde, portanto, verificar a interacdo entre a suplementacao
com capsulas com 6leo de pequi e os polimorfismos nos genes da alfa-actinina 3
(ACTN-3, SNP rs1815739), eritropoetina (EPO, SNP rs1617640) e a mutagcao
G6002A no gene do receptor da EPO (EPOR, SNP rs121918116) nos resultados do
hemograma, marcadores bioquimicos e peroxidacao lipidica. Esse ultimo marcador
genético (EPOR), apesar de estar relacionado com eritrocitose familiar 1, também
tem sido relatado como um evento “de novo”, e por isso sera testado neste trabalho,
em um grupo de corredores de rua do Distrito Federal (PERCY et al., 1998).

E importante conhecermos a frequéncia desses polimorfismos em nossa

populacao de atletas e compararmos suas frequéncias com as de outras populacdes
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descritas na literatura, visto que a populacdo brasileira € miscigenada,
primariamente como consequéncia de cruzamentos interétnicos entre europeus,
africanos e amerindios (ALVES-SILVA et al., 2000), e esta mistura genética tri-

hibrida pode influenciar a distribuicdo de certos polimorfismos (LORDELO et al.,
2012).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio

A reacao de oxidacao consiste na transferéncia de elétrons de um atomo para
outro e representa uma parte essencial do metabolismo aerdbico, ja que o oxigénio
€ aceptor final de elétrons no sistema de fluxo de elétrons que produz energia sob a
forma de ATP (POSTON et al., 2011). No entanto, quando o fluxo de elétrons torna-
se desacoplado (transferéncia ndo emparelhada de elétrons isolados), ha geracao
de radicais livres (RL), espécies quimicas com meia-vida curtissima, altamente
instaveis e muito reativas, que se multiplicam rapidamente em cascata pelo
sequestro de elétrons de outras moléculas, que também se transformam em RL
(HERMES-LIMA, 2004; GULCIN, 2012).

Os RL podem apresentar o elétron nado-pareado centrado no atomo de
oxigénio ou no atomo de nitrogénio, sendo denominados respectivamente de
“espécies reativas de oxigénio” (ERO) e “espécies reativas de nitrogénio” (ERN)
(HERMES-LIMA, 2004; BARREIROS et al., 2006). Exemplos de radicais livres
conhecidos como ERO incluem anion superdxido (O2), hidroxila (HO®), peroxila
(ROQO?"), alcoxila (RO®), enquanto ERN incluem o 6xido nitrico (NO*) e o diéxido de
nitrogénio (NO,) (HERMES-LIMA, 2004; VASCONCELOS et al., 2007). ERO e ERN
podem também ser espécies nao radicalares (ndo apresentam numero impar de
elétrons), como por exemplo o perdxido de hidrogénio (H-O.), mas que sao capazes
de gerar espécies danosas e altamente reativas, particularmente o radical hidroxila
(BARREIROS et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2007).

As ERO e ERN sdo continuamente produzidas no corpo em processos
fisioldgicos naturais como a respiragao, controle da pressdo sanguinea, sinalizacao
celular, apoptose, algumas em fungdes imunes mediadas por células e no processo
de fagocitose de agentes patogénicos, fenbmeno em que essas espécies sao
produzidas para eliminar o agente agressor (Figura 1) (VASCONCELQOS et al., 2007;
GULGCIN, 2012).
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Figura 1: Origem e respostas celulares as Espécies Reativas (ER) de Oxigénio (ERO), de Nitrogénio
(ERN), derivados de Enxofre (ERS), de Cloro (ERCI), de carbono (ERC) e metais de transigao [M™]

(VASCONCELOQS et al., 2007).



26

Apesar de RL serem moléculas altamente instaveis, capazes de existirem
independentemente e de oxidar moléculas biolégicas, em concentracdes fisioldgicas
podem ser necessarias para o funcionamento da célula. Em baixas concentragdes,
estdo envolvidas em fungdes de sinalizacao intracelular, ativadas por estimulo que
influencia o estado REDOX (oxidacao-reducao, do inglés reduction-oxidation) (SIES
et al., 2005; GULCIN, 2012).

Um desequilibrio entre a geracao de ERO e seus sistemas de eliminacao gera
uma série de danos as células, pois, para atingirem estabilidade, estas moléculas
reagem com as biomoléculas celulares como os acidos nucleicos, as proteinas, os
carboidratos e os lipidios da membrana para sequestrar elétron (SIES et al., 2005;
GULCIN, 2012).

2.1.1 Sistema antioxidante enzimatico e nao enzimatico

As espécies reativas (ER) sao neutralizadas por um complexo sistema de
defesa antioxidante (URSO & CLARKSON, 2003). Esse sistema antioxidante
sanguineo é classificado em enzimatico e ndo enzimatico (HERMES-LIMA, 2004).

O sistema antioxidante enzimatico (Figura 2) é constituido principalmente
pelas enzimas: (A) superdxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutagao do anion
radical superéxido (O2"") a peroxido de hidrogénio (H20.) e Oo; (B) catalase (CAT),
que atua na decomposi¢ao de H>O, a O, e H,O (enzima particularmente abundante
nos eritrocitos, que metaboliza cerca de 90% do peréxido de hidrogénio); e (C)
glutationa peroxidase (GPx), que atua sobre peréxidos em geral, com utilizacao de
glutationa reduzida (GSH) como co-fator (VASCONCELQOS et al., 2007).

O sistema antioxidante ndo enzimatico é formado por muitas substancias,
com destaque para a glutationa (GSH), principal composto antioxidante intracelular,
tocoferdis (vitaminas E), ascorbato, acido Urico, vitaminas A, ubiquinona, flavondides
e B-caroteno, além de proteinas de transporte de metais de transicdo, como a
transferrina (transporte do ferro) e ceruloplasmina (transporte do cobre e oxidacéo
do ferro para ser captado pela transferrina), entre outras (URSO & CLARKSON,
2003; HERMES-LIMA, 2004).
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Figura 2: Mecanismo de agado dos antioxidantes enzimaticos SOD, catalase e GPx. Figura 2A:
Reacdo da enzima do SOD, que catalisa a aniquilagado do anion radical superéxido em peréxido de
hidrogénio e agua. Figura 2B: Reacado da enzima da CAT, enzima que catalisa a reagao do peréxido
de hidrogénio a agua e oxigénio molecular. Figura 2C: Reag¢do da enzima GPx: reduz perdxido de
hidrogénio a agua (VASCONCELQOS et al., 2007).

O sistema antioxidante enzimatico e a GSH estdo presentes,
predominantemente, no meio intracelular, dai a utilizagdo do eritrécito para sua
analise, enquanto o sistema antioxidante ndo enzimatico localiza-se, principalmente,
no meio extracelular, sendo por isso analisado em plasma e soro (VASCONCELOS
et al., 2007).

2.1.1.2 Peroxidacéo lipidica

O processo de peroxidacao lipidica, também conhecido como lipoperoxidacao
(LPO), é iniciado pela reacao de um RL com um acido graxo insaturado e propagado
por radicais peroxilas (LIMA & ABDALLA, 2001). A LPO constitui um evento
citotoxico primario que desencadeia uma sequencia de lesdes na célula. As
alteracées nas membranas levam a perda da permeabilidade, alterando o fluxo
ibnico e o fluxo de outras substancias, o que resulta na auséncia da seletividade
para entrada e/ou saida de nutrientes e substancias téxicas a célula, alteracdes do
DNA, oxidagéo da LDL e comprometimento dos componentes da matriz extracelular
(proteoglicanos, colageno e elastina) (LIMA & ABDALLA, 2001).

A LPO ocorre pelo ataque de uma ER (geralmente OH*"), que abstrai um
atomo de hidrogénio de um grupo metileno alilico (Figura 3), normalmente de um
acido graxo poli-insaturado, deixando um elétron desemparelhado no carbono e,
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caracterizando assim, a etapa de iniciacdo. Este radical é usualmente estabilizado
por rearranjo molecular, formando um dieno conjugado. Sob condi¢des aerdbicas, o
carbono radicalar do dieno conjugado reage com O, e forma o radical peroxila. Este
radical peroxila é capaz de abstrair H" de moléculas de lipideos adjacentes, e formar
outro radical peroxila e assim sucessivamente, caracterizando a reacdo em cadeia
da etapa de propagacédo (VASCONCELOS et al., 2007).

R — — /\R LH
Iniciagao
-H*
R B ] _/\R' Lo
Propagacéo R UC/\R = | = —_/\R
0, L OOH LOOH
R I 7 R R R
00" Loo*
Terminacao ILY AR 1LY = ILIL

LOO® + LOO®*— L-OH + L=0
LOO " +L"— LOOL

Figura 3: Principais reac¢des ocorridas durante o processo de peroxidacao lipidica (VASCONCELOS
et al., 2007).

O radical peroxila combina-se com o H' abstraido, gerando o lipideo
hidroperéxido (LOOH) que ao sofrer quebra forma aldeidos. Na decomposi¢do dos
hidroperodxidos lipidicos sao gerados radicais peroxila e alcoxila através da reacgao
de Fenton. A terceira e Ultima etapa da peroxidagao lipidica, a etapa de terminacao,
instala-se com a neutralizacdo dos radicais formados por acdo de antioxidantes
lipossoluveis (a-tocoferol, B-caroteno, NO®) ou pela reacao de dois radicais lipidicos
formando produtos nao radicalares (HERMES-LIMA, 2004).
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Nos sistemas biolégicos, a peroxidacao lipidica pode ocorrer por via
enzimatica (ciclooxigenases e peroxidases) e por via nao enzimatica (auto-oxidagao)
(HERMES-LIMA, 2004; VASCONCELOS et al., 2007).

Todas estas modificacdes oxidativas causam mudancas nas propriedades
fisicas e quimicas das membranas, alterando sua fluidez e permeabilidade, com
expansao do liquido intracelular e risco de ruptura das membranas das células e das
organelas, com consequente morte celular (ANDRADE et al., 2005a).

Essa cascata de eventos bioquimicos, envolvendo os varios intermediarios
entre si, leva a formacado de hidroperoxidos lipidicos e aldeidos, tais como o
malonaldeido (que reage com o grupo amina de purinas), 4-hidroxinonenal e
isoprostanos, que podem ser detectados em amostras bioldgicas e utilizados para se
avaliar o estresse oxidativo (LIMA & ABDALLA, 2001, REY et al., 2001).

2.1.2 ERO e atividade fisica

A atividade fisica regular é reconhecida por aumentar a concentracdo de
enzimas antioxidantes e, consequentemente, a resisténcia ao estresse oxidativo.
Entretanto, o esforco demandado por desportistas durante o treinamento pode levar
a um estado de estresse oxidativo crénico, devido ao desequilibrio entre as ERO
sintetizadas endogenamente e as enzimas antioxidantes (BAGETTI et al., 2011;
PESIC et al., 2012).

O desequilibrio gerado pelo excesso de ERO induzido por exercicios depende
de muitos fatores, como a intensidade, o tipo (aerébicos ou anaerdbicos), consumo
de oxigénio e a duracdo do treinamento e o perfil do atleta, como sexo, idade e
habitos alimentares (URSO & CLARKSON, 2003; FISHER-WELLMAN & BLOOMER,
2009; PESIC et al.,, 2012). Essa producédo excessiva de ERO pode danificar as
membranas celulares e o DNA, provocando mutagdes cancerigenas (BAGETTI et
al., 2011; PESIC et al., 2012).

Diversos estudos inferem que a suplementacdo com agentes antioxidantes é
capaz de compensar esse desequilibrio bioquimico (SCHRODER et al., 2000;
PLUNKETT et al., 2010; WATSON et al., 2010). Além de trabalhos experimentais,
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existem evidéncias epidemiolégicas que sugerem que a alta concentracdo de
antioxidantes presentes na alimentacdo de determinadas populacbées favorecem o
baixo risco de doencas cardiovasculares e certos tipos de neoplasias
(WINKLHOFER-ROOB et al., 2003). No entanto, considerando que ERO podem
atuar como sinais que regulam eventos moleculares de adaptagdo celular ao
exercicio, a consequéncia pratica € que a administracdo de antioxidantes pode
impedir tais adaptacdes quando o exercicio € moderado, uma vez que este tipo de
exercicio aumenta a expressdao das enzimas antioxidantes. Portanto, a
recomendagdo do uso de suplementos antioxidantes deve ser feita apenas para
aqueles casos de exercicios exaustivos que causam estresse oxidativo e dano
celular (GOMEZ-CABRERA et al., 2008; MIRANDA-VILELA, 2012).

2.2 Pequi (Caryocar brasiliense Camb.)

O pequizeiro, Caryocar brasiliense Camb. (Caryocaraceae), € uma importante
opcao de renda e alimento para populagées que vivem na regido do cerrado
brasileiro (LEITE et al., 2006; ROESLER et al., 2008). Est4d amplamente distribuido
nesse bioma, sendo encontrado principalmente nos estados de Minas Gerais, Mato
Grosso e Goias. Também pode ser encontrado nos Estados do Para, Distrito
Federal, Sdo Paulo, Minas Gerais e Parana e nos Estados nordestinos, Piaui, Ceara
e Maranhao (LIMA et al., 2007; MARIANO et al., 2009).

O pequizeiro floresce de agosto a novembro e seus frutos iniciam a
maturagdo a partir de setembro, podendo ser coletados de novembro até o inicio de
fevereiro (ALMEIDA & SILVA, 1994; ALMEIDA et al., 1998; VERA et al. 2005). O
fruto é conhecido popularmente como piqui, piqui-do-cerrado, grdo de cavalo,
améndoa do Brasil, améndoa de espinho, ou simplesmente pequi, que € uma
palavra indigena que significa "cobertura espinhosa" (ARAUJO, 1995). Sua polpa
pode ser consumida in natura ou em diversas preparagdes alimenticias (doce,
conservas, suco, sorvete, geleias, licor e com outros alimentos tradicionais da
regiao) (ROESLER et al., 2008). Também tem sido usada para a producdo de
produtos cosméticos, lubrificantes e na indUstria farmacéutica (ARAUJO, 1995).
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A constituicao anatédmica do fruto do pequi (Figura 4) é dada pelo exocarpo ou
pericarpo (coloracdo esverdeada ou marrom-esverdeada), mesocarpo externo
(polpa branca, com coloragdo amarelo-esbranquigada) e mesocarpo interno, regiao
que forma a por¢do comestivel do fruto ou polpa, possuindo coloragdo amarelada, e
separa-se facilmente do mesocarpo externo quando maduro (Figura 4A). O
endocarpo (por¢do espinhosa) forma uma protecdo a semente ou améndoa, sendo
revestida por um tegumento fino e marrom (Figura 4B) (LIMA et al., 2007).

Figura 4: Imagens do fruto pequi (Caryocar brasiliense Camb.). Figura 4A: Fruto constituido pelo
pericarpo (casca ou revestimento cor verde), mesocarpo externo (mesocarpo externo) e mesocarpo
interno (porgcéo de cor amarela)1. Figura 4B: mesocarpo interno, endocarpo (porgao espinhosa e de

cor marrom) e a semente (por¢do branca mais central)z.

2.2.1 Composigao quimica do fruto pequi (Caryocar brasiliense Camb.)

Os lipidios sdo os constituintes predominantes da polpa (20 a 33,4%)
(GARCIA et al., 2007, LIMA et al., 2007). A grande quantidade de 6leo presente no

! Figura 4A:Laboratério de Genética Toxicoldgica.

2 Figura 4B: Januario, Larissa. Sem medidas. Ode puro amor ao piqui (ou peaui, como preferir), 2012. Disponivel
em: <http://semmedida.com/receitas/sem-categoria/ode-puro-amor-ao-piqui-ou-pequi-como-preferir/>.
Acesso em 7 de dezembro de 2012.
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fruto ajuda a conservar as vitaminas e os sais minerais, mesmo ap6s o0 cozimento
(SILVA et al., 2001). Na polpa do pequi predomina acidos graxos insaturados (51,68
a 65,13%). O &cido oleico, insaturado, esta presente, variando de 48,7 a 57,4%,
seguido pelo acido palmitico, saturado (34,4 a 46,79 %) (LIMA et al., 2007).

A polpa também apresenta alto valor energético, bem com elevado teor de
fibra, sendo uma boa fonte de antioxidantes tais como vitamina C (acido ascérbico),
carotendides, vitamina E (tocoferois) e compostos fendlicos (BAGETTI et al., 2011;
CARDOSO et al., 2013).

A estrutura dos compostos fendlicos permite a doagdo de um préton a um
radical livre, regenerando, assim, a molécula instavel e interrompendo 0 mecanismo
de oxidacdo por RL. Dessa maneira, os derivados fendlicos transformam-se em
radicais livres inertes (RAMALHO &JORGE, 2006). No pequi a concentracdo de
fendlicos totais é inferior apenas a acerola (Malpighia glabra) e a manga (Mangifera
indica), o que indica que a polpa possui elevada capacidade antioxidante, visto que
existe uma correlagdo direta entre a quantidade de compostos fendlicos totais e a
protecao antioxidante (KUSKOSKI et al., 2005; LIMA et al., 2007).

Os dados presentes na literatura indicam variacdo dos teores de carotendides
totais e dos principais tipos presentes na polpa do fruto do C. brasiliense Camb., o
que pode ser em consequéncia da natureza dos extratos e métodos analiticos
adotados, bem como da regido e época da coleta do fruto destinado em cada estudo
(OLIVEIRA et al., 2006). De forma geral, foram encontrados, zeaxantina e p—
caroteno, além da B—criptoxantina, violanxantina, luteina, licopeno, neoxantina e
anteraxantina (GODOY & RODRIGUES-AMAYA, 1994; OLIVEIRA et al., 2006;
RIBEIRO et al., 2012).

2.3 Polimorfismo genético

O polimorfismo genético € uma variacdo candnica relatada em uma
determinada posicdo da sequéncia de DNA, onde ha mais de um alelo envolvido
para um fenotipo presente na populacdo (OSTRANDER et al., 2009). Segundo
Beiguelman (2008), um gene que possua mais de um alelo com frequéncia entre 1%
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e 99% deve ser classificado como polimoérfico. Entende-se, portanto, que os
polimorfismos sdo caracteres que resultam de locos que incluem pelo menos dois

alelos polimérficos.

2.3.1 Polimorfismos genéticos associados a performance atlética

Existem variacbes na sequéncia de DNA que estdo associadas com a
melhoria do desempenho de atletas: os chamados polimorfismos de melhora de
desempenho ou PEPs (do inglés Performance Enhancing Polymorphisms). Um
grande numero dessas variantes genéticas ja esta bem documentado, mostrando
associacdao com fenoétipos e performance fisica (OSTRANDER et al., 2009). Entre
eles, vérias variantes sob a forma de polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs, do
inglés Single-Nucleotide Polymorphism) ja foram identificadas, incluindo o
polimorfismo R577X no gene da a-actinina-3 (ACTN-3, SNP rs1815739) e o
polimorfismo no gene do receptor da eritropoetina (EPOR, SNP rs121918116), entre
muitos outros (MACARTHUR & NORTH, 2005; NIEMI & MAJAMAA, 2005; DIAS et
al., 2007; LIPPI, 2008; TONG et al., 2008; LIPPI et al., 2010).

2.3.2 Familia das a-actininas (ACTN)

A familia das a-actininas (ACTN) é constituida por quatro proteinas de ligacao
a actina (duas sao musculares e as restantes sao isoformas nao musculares), sendo
codificadas por uma familia multigénica e associadas a distrofia (YANG et al., 2003;
LEK & NORTH, 2010). As a-actininas sarcoméricas sao 0s principais componentes
da linha Z, que cruzam os filamentos finos de actina; elas desempenham uma
funcdo estatica de manutencéao do arranjo miofibrilar, bem como fungao regulatéria
na coordenacgao da contragao fibromuscular (GOEL & MITTAL, 2005).

A estrutura de uma proteina ACTN é compreendida por trés dominios: um

dominio NH2- terminal de ligagdo a actina, um dominio formado por haste central
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contendo quatro sequéncias internas repetidas de 122 aminoacidos € um dominio
COOH- terminal contendo dois sitios de ligacdo ao calcio (Figura 5). Os quatro
motivos repetitivos da actinina possuem homologia compartilhada com espectrina

(proteina de ligagdo a actina no citoesqueleto), sugerindo uma origem evolutiva
comum as proteinas actinina e a familia da espectrina (BERMAN & NORTH, 2010).
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Figura 5: Esquema da organizacdo molecular da proteina a- actinina® e a sua localizagdo. Figura 5A:
Dominios e regides necessarios para a ligacdo a actina e interagdo proteina-proteina estao
destacados: ABD (Dominio de Ligacdo a Actina); B-integrina; a-catenina e vinculina). Figura 5B:
Filamentos cruzados e ligados de dimeros de actina e estabilizados por forga contraria gerada pelo
aparato contratil (Insergdo superior; setas tracejadas indicam a direcdo da forga). A parte inferior da
insercao ilustra a linha Z sarcomérica de fibras musculares do tipo Il (fibras brancas ou de contracédo
rapida), relacionadas a forga e poténcia musculares e com predominio de metabolismo energético de
tipo anaerébico (OMIM +102574; MACARTHUR & NORTH, 2004; DIAS et al., 2007).

®Mechanobiology Institute, National University of Singapore, Republic of Singapore. lllustrator:
PhamThiPhuongThao (2010). Alpha (a)-actinin. Disponivel em
<http://www.mechanobio.info/Home/glossary-of-terms/mechano-glossary--a/alpha
actinin#PMID18488141>. Acesso em 26 de agosto de 2012.
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Existem quatro genes da actinina em seres humanos (ACTN-1, ACTN-2,
ACTN-3 e ACTN-4). Em células ndo musculares, as ACTN-1 e ACTN-4, isoformas
do citoesqueleto, sdo encontradas ao longo dos feixes de microfilamentos. No
musculo esquelético, as ACTN-2 e ACTN-3 séo as principais constituintes estruturais
da linha Z que se ancoram a actina em filamentos finos, além de manter relagdo
espacial entre os miofilamentos (YANG et al., 2003).

As ACTN’s do musculo esquelético (codificadas pelos genes da ACTN-2 e
ACTN-3) sao inicialmente caracterizadas como componentes estruturais do aparato
contratil da fibra muscular (LEK & NORTH, 2010). ACTN-2 é expressa em todas as
fibras musculares, enquanto que ACTN-3, apenas nas fibras musculares de
contracéao rapida (Figura 6) (GOEL & MITTAL, 2005; LEK & NORTH, 2010).

2.3.2.1 Polimorfismo R577X no gene da ACTN-3

O gene da ACTN-3 esta localizado no cromossomo 11g13-q14 e é expresso
apenas em miofibras tipo Il (fibras brancas), que séao fibras glicoliticas do musculo
esquelético, o que permite geragdo de uma maior quantidade de for¢a e obtencao de
velocidades mais elevadas durante o movimento (NORTH et al., 1999; GOEL &
MITTAL, 2005; PAPARINI et al., 2007). De acordo com Paparini e colaboradores
(2007), recentes estudos sugerem que ACTN-3 pode influenciar na funcionalidade
muscular e na aptidao individual ao esporte.

O grupo de North e colaboradores (1999) identificou um polimorfismo comum
no gene da ACTN-3, R577X, onde a troca de uma citosina (C) por uma timina (T) na
posicdo do nucleotideo 1.747 do éxon 16 provoca a substituicdo do aminoacido
arginina (R) por um cédon de parada prematuro (X) na posicdo 577 da proteina
(NORTH et al., 1999), resultando em uma proteina nao funcional (“arg577-to-ter”)
(NORTH et al.,, 1999; YANG et al., 2003). Assim, a producdo de ACTN-3 é o
resultado de um individuo possuindo pelo menos uma coépia do alelo R (GOEL &
MITTAL, 2005). Em homozigose (577XX), este polimorfismo nonsense (mutacao

sem sentido) da ACTN-3 resulta na deficiéncia completa da proteina sem gerar
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nenhum problema patolégico, o0 que sugere um sistema compensatorio pela proteina
homéloga ACTN-2 (Figura 6B) (NORTH et al.; 1999; DIAS et al., 2007).

Figura 6: Estrutura das ACTN-2 e ACTN-3. As actininas sarcoméricas se dimerizam por reticular a
actina a linha-Z. Os dimeros azuis e vermelhos representam a ACTN-2 e ACTN-3. Figura 6A: Pode
haver interacdes com a ACTN--2 ou ACTN-3, que séo isoformas especificas, representadas por um
triangulo amarelo ou retangulo arredondado verde. Figura 6B: As interagbes especificas da ACTN-3
sdo perdidas (hipoteses para a auséncia da ACTN-3) (LEK & NORTH, 2010).

De acordo com Yngvadottir e colaboradores (2009), os genes ACTN-3 (MIM
102574) e caspase 12, CASP12 (MIM * 608633), sdo excecdes no genoma humano,
uma vez que neles ocorre selecdo positiva para uma mutacdo sem sentido. Embora
0os SNPs nonsense sejam causas comuns de doenca genéticas, os alelos mutantes
dos genes CASP12 e ACTN-3 sao encontrados em frequéncias altas e em

homozigose, e parecem ter sido uma variacdo vantajosa para a evolugcdo humana
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recente. Observa-se que portadores dessa mutacdo no gene CASP12 sdo mais
resistentes a sepse grave (YNGVADOTTIR et al., 2009).

Estima-se que 16% da populacdo mundial apresente deficiéncia congénita
para ACTN-3 (NORTH et al., 1999). Conforme demonstrado por North et al.(1999),
o cddon de parada do polimorfismo 577X esta presente em diferentes populacdes
étnicas.

O gene ACTN-3, na presenca do alelo R, tem a fungdo protetora no
sarcobmero do musculo esquelético contra mecanismos destrutivos ocasionados
durante esforcos repetitivos, como corridas de curtas distancias (100-200 metros)
(MORAN et al., 2007). Curiosamente, o genétipo para a deficiéncia da ACTN-3
(577XX) nao resulta num fenétipo patolégico como distrofia muscular ou miopatias e
tem sido encontrado com maior frequéncia em atletas de resisténcia do que na
populacdo em geral, sugerindo contribuir com uma melhor performance em provas
de resisténcia (NORTH et al., 1999; DIAS et al., 2007).

Os individuos que expressam o gene ACTN-3 apresentam vantagem em
modalidades que exigem explosdo e forca muscular quando comparados com
individuos com genétipo modificado, que ndo expressam esta proteina. Portanto,
quando o gendtipo nulo XX estd presente em atletas de elite de corrida de
velocidade (sprint), ele se associa com reducao da forca muscular e de desempenho
de sprint em nao atletas. No entanto, esta super-representado em atletas de
endurance, o que sugere aumento da resisténcia muscular com o custo de geragao
de energia (MACARTHUR & NORTH, 2004).

Acredita-se que a deficiéncia da proteina ACTN-3 reduza a atividade da
enzima glicogénio fosforilase, além de aumentar para mais vias oxidativas de
utilizagdo de energia (BERMAN & NORTH, 2010). Por outro lado, o genétipo 577RR
tem sido associado a melhor performance em provas que exigem forca e exploséao
muscular (DRUZHEVSKAYA et al., 2008; MASSIDDA et al., 2009).

Para compreender os efeitos da deficiéncia da ACTN-3 na funcdo muscular,
MacArthur e colaboradores (2008) realizaram knockout no gene da ACTN-3 em
camundongos e verificaram que a proteina esta intimamente relacionada a ACTN-2
que estd aumentada (up-regulated) e expressa em todos os tipos de fibras nos
animais estudados, padrdao semelhante ao observado no musculo humano. O
aumento da expressao de ACTN-2 em fibras musculares glicoliticas rapidas é
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suficiente para evitar o desenvolvimento de uma doenga muscular, mas nao
suficiente para compensar a auséncia de ACTN-3. Em nivel fisiolégico, os
camundongos que nao expressaram a proteina ACTN-3, diminuiram a forca
muscular, mas melhoraram a resisténcia e uma reducdo significativa na massa
muscular em comparacao com 0s camundongos selvagens para o gene da ACTN-3
(MACARTHUR et al., 2008).

2.3.3. Eritropoetina (EPO) e polimorfismos nos genes da EPO e de seu receptor
(EPOR)

O hormbnio hematopoiético eritropoetina (EPQO) é o principal regulador da
producéo de eritrcitos, garantindo a sobrevivéncia, a proliferacéo e a diferenciacao
das células progenitoras (Figura 7). Portanto a EPO é o principal horménio
endogeno regulador da eritropoiese (OGUNSHOLA et al., 2006).

A EPO é de natureza glicoprotéica e sua expressao € induzida nos rins e no
figado por anemia ou hipoxia (SEMENZA et al., 1991; BENTO et al., 2003). Além de
células hematopoiéticas (Figura 7), a expressao do receptor da EPO (EPOR) e a
resposta da EPO sdo encontradas em outros tipos celulares incluindo células
endoteliais e nervosas (OGUNSHOLA et al., 2006).
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Figura 7: Representagdo esquematica da regulagdo da eritropoiese. A escassez de gas oxigénio
(hipbxia) € um estimulo para a sintese de eritropoetina (EPO), inicialmente nos rins. EPO é um fator
de proliferacdo e diferenciacdo de progenitores de eritrocitos, particularmente as unidades
formadoras de eritrécitos (CFU-E) (JELKMANN, 2011).

Devido a sua capacidade inerente de estimular a producado de glébulos
vermelhos e, consequentemente, aumentar o aporte de oxigénio para os tecidos,
sua utilizacdo no esporte foi proibida pelo Comité Olimpico Internacional (COIl) a
partir de 1987, sendo seu uso considerado doping (BENTO et al., 2003; ARTIOLI et
al., 2007). No entanto, suas formas recombinantes (sintéticas) vém sendo usadas

indiscriminadamente por atletas, principalmente em esportes de resisténcia, por
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aumentarem a concentracdo de hemacias, gerando maior aporte de oxigénio para o
tecido muscular (PARDOS et al., 1999; BENTO et al., 2003; DE ROSE et al., 2004).

Sua acao nas células alvo ocorre através da ligacao ao dominio N-terminal na
porcao extracelular do receptor da EPO (EPOR). A eritrocitose tem muitas causas
diferentes, ocorrendo frequentemente secundaria a condi¢des que resultam em
estado de hipdxia tecidual ou disturbios associados com a producdo autébnomo-
ectépica da EPO (producéo de EPO fora do local de origem), que leva ao aumento
da massa dos glébulos vermelhos. A eritrocitose primaria, por outro lado, ndo é
desencadeada por um aumento apropriado ou inadequado na produgéo de EPO,
mas esta associada a uma anomalia intrinseca das células progenitoras
hematopoiéticas, resultando na proliferacdo autbnoma de células vermelhas do
sangue tais como as observadas na policitemia (ARCASOQY et al, 1997).

A administracdo da EPO pode dar origem a um hematdcrito elevado, o que
aumenta a viscosidade do sangue e compromete a atividade endotelial e
neuroprotetora associada com a EPO. Por exemplo, a resposta endotelial a
demanda excessiva de oxigénio através do numero de eritrocitos elevado ou a
vasodilatacao por 6xido nitrico pode aumentar a producao de ERO e ser prejudicial.
Esses eventos estdo associados com efeitos adversos que incluem hipertensao,
aumento de marcadores inflamatérios e trombose (OGUNSHOLA et al.,, 2006;
ELLIOTT, 2008).

Visto que alteracdes na producdo de EPO geram um desequilibrio na sua
concentracao plasméatica e podem ocasionar varios tipos de patologias relacionadas
ao sistema hematopoético, sua utilizacdo no esporte é bastante discutivel (BENTO
et al., 2003). Por outro lado, mutacdes benignas no gene de seu receptor (EPOR,
cromossomo 19p13.3-p13.2 - OMIM *133171) podem favorecer o desempenho fisico
aerébico (DE LA CHAPELLE et al., 1993). De fato, até agora apenas uma variante
alélica na regido promotora do gene da EPO (cromossomo 7g21 - OMIM *133170)
foi descrita, estando associada a complicacdées no diabetes (TONG et al., 2008). Por
outro lado, para EPOR, varias variantes ja foram descritas (PRCHAL et al., 1985;
JUVONEN et al.,1991; DE LA CHAPELLE et al.,, 1993; SOKOL et al., 1995; LE
COUEDIC et al, 1996; ARCASOY et al.; 1997; KRALOVICS et al., 1997;
KRALOVICS et al., 1998; WATOWICH et al., 1999), estando uma delas, a transicao
no nucleotideo 6002, de uma guanina (G) para uma adenina (A) (G6002A, SNP
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rs121918116) no éxon 8, associada com o favorecimento da performance em
competicoes de esqui. Esta mutacdo resulta na substituicdo do aminoacido
triptofano por um cédon de parada (trp439-to-ter ou W439X), causando uma
terminacao prematura na regido citoplasmatica do receptor, (OMIM *133171; DE LA
CHAPELLE et al.,, 1993; PERCY et al., 1998). Apesar de ela estar associada a
eritrocitose familiar 1, ja foi também descrita como decorrente de um evento “de
novo” (PERCY et al., 1998).

2.4 Nutrigenémica

A nutrigenbmica associa o suprimento de nutrientes e consequentes efeitos
sobre a base molecular da expressdo génica e na compreensdo das diferencas
relacionadas a resposta a dieta com base na composicao genética individual (SIES
et al.,, 2005; SUBBIAH, 2008). Ou seja, observa se as variacbes no estado
nutricional levam a adaptacdes metabdlicas, que sédo afetadas pelo perfil genético
(SUBBIAH, 2008). Por combinar novas tecnologias de biologia molecular aos
estudos da nutricao classica, esta abordagem integrada e multidisciplinar tem como
objetivo compreender como a dieta interage com o genoma humano para influenciar
a saude e a doenca e como a variabilidade genética influencia a resposta a dieta
(KAPUT & RODRIGUEZ, 2004; STOVER, 2004).

A nutrigendmica surgiu a partir de estudos baseados em conceitos das areas
de etnofarmacologia e fitoterapia, que mostraram que os nutrientes das plantas
podem interagir com 0 genoma causando alteracées marcantes na expressao do
gene (SUBBIAH, 2008). Consequentemente, esse conhecimento ja proporcionou o
desenvolvimento comercial de produtos nutracéuticos e alimentos funcionais que
podem modificar os efeitos negativos para a saude do perfil genético individual
através da interacao "alimento/genoma" (SUBBIAH, 2008). Porém apesar de ser
uma area nova e promissora, faltam estudos de intervencdo em grande escala para

compreender melhor mecanismo e real impacto na populagédo (SUBBIAH, 2008).



42

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a influéncia dos SNP’s rs1815739 no gene da ACTN-3, rs1617640

no gene da EPO, e rs121918116 no gene da EPOR na peroxidacao lipidica (Teste

de Tbars), hemograma completo e dosagens bioquimicas da creatina quinase (CK),

aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e proteina-C

reativa (PCR e PCR-us), em uma amostra de corredores de rua do Distrito Federal,

antes e depois da suplementacdo com 400mg de 6leo de pequi em capsulas

ingeridas diariamente por 14 dias consecutivos.

3.1.1 Objetivos Especificos

Verificar se o polimorfismo da EPOR, G6002A (SNP rs121918116), esta
presente na amostra de atletas analisada.

Verificar a frequéncia dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) R577X
(SNPs rs1815739) no gene da ACTN-3 e na regidao promotora do gene da EPO
(rs1617640), T=G, em um grupo de 123 corredores de rua do Distrito Federal e
compara-la com a de outras populacoes.

Verificar se houve correlacao entre os sexos, faixa etaria e distancia percorrida e
os polimorfismos estudados.

Verificar se houve alteracdo nos parametros do hemograma, marcadores
bioquimicos e peroxidacado lipidica (teste de Tbars) quando analisados os
parametros sexos, faixa etaria e distancia percorrida de cada atleta, antes e
apos a suplementacao com 6leo de pequi.

Verificar se houve alteragdo nos parametros do hemograma, de marcadores
bioquimicos e na peroxidacao lipidica (teste de Tbars), de acordo com o

polimorfismo de cada atleta, antes e apds a suplementacao com 6leo de pequi.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Extracao do Pequi

O mesocarpo interno foi descascado ou triturado para obter a polpa, que foi
armazenada em um recipiente coberto e congelado a -86°C. O 6leo da polpa do
pequi foi extraido por maceracao fria usando cloroférmio como solvente. O extrato
foi submetido a evaporacéo sob pressao reduzida e secado sob vacuo elevado para
a remocgao completa do solvente.

O oleo foi extraido no Laboratério de Genética da UnB e o solvente foi
removido no Laboratério de Quimica e encapsulado pela Farmacotécnica (empresa
de manipulacdes farmacéuticas bem estabelecida no Distrito Federal). A producéo
das capsulas foi patenteada com o numero PI0601631-6 (Instituto Nacional da
Propriedade Industrial — INPI).

Quadro 1: Composicao lipidica do 6leo do pequi utilizado para produzir as capsulas,
pela andlise de cromatografia gasosa (MIRANDA-VILELA et al., 2009a).

Acidos Graxos Saturados Quantidade (% por 100g de polpa)

Palmitico 41,78
Estearico 1,28
Araquidico 0,12
Total 43,18

Acido graxo insaturado  Quantidade (% por 100g de polpa)
Mono-insaturado

Oleico 54,28
Palmitoleico 0,67

Bi-insaturado

Linoleico 1,36

Tri-insaturado

Linolénico 0,51
Total 56,82
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4.2 Comité de Etica

A coleta do sangue dos voluntarios desta pesquisa foi previamente aprovada
pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias da Salde da Universidade de
Brasilia e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), processo
namero 25000.001668/2005-18. Todos os voluntarios convidados foram informados
dos objetivos da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

4.3 Delineamento do estudo e participantes

A primeira etapa do estudo foi concluida como parte da tese de doutorado de
Miranda-Vilela (2009). O ensaio foi realizado apos testes pré-clinicos e toxicolégicos
em camundongos (MIRANDA-VILELA et al., 2008). Nesse primeiro momento, foram
selecionados corredores de rua treinados de ambos os sexos e de diferentes faixas
etarias, que tinham desempenho de execucao de pelo menos 4.000m, e que foram
avaliados por diferentes parametros previamente publicados (MIRANDA-VILELA et
al., 2009b; MIRANDA-VILELA et al., 2009c; MIRANDA-VILELA et al.,, 2010;
MIRANDA-VILELA et al., 2011a; MIRANDA-VILELA et al., 2011b).

Em linhas gerais, apenas desportistas treinados foram incluidos no estudo e,
embora os atletas tivessem um grau variavel de intensidade de treino, a quantidade
de treinamento semanal foi semelhante (em numero de dias e horas de
treinamento). O grupo recrutado de atletas correu em épocas diferentes (de agosto
de 2007 a abril de 2008) e os grupos foram separados pela distancia escolhida (4 a
21 Km), todos eles sendo monitorados por diferentes membros da equipe do nosso
grupo, dentro de uma rota previamente definida por nés. A distancia escolhida e o
tempo necessario para percorré-la foram escolhidos de acordo com o tipo,
intensidade e duragdo do treinamento semanal, para garantir a inexisténcia de
estresse fisico adicional além do que os atletas estavam acostumados.

Os voluntarios participaram de duas corridas, antes e depois da
suplementacao com 400mg de 6leo de pequi, fornecidos em capsulas durante 14
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dias consecutivos. A Unica alteragdo na rotina diaria dos atletas, entre a primeira e a
segunda corrida, foi a ingestdo das capsulas de Oleo de pequi. Portanto a
participacdo dos voluntarios na pesquisa também ndo implicou em mudancas no
estilo de vida ou treinamento fisico. As duas corridas ocorreram ao ar livre, em trilhas
planas, adotando a mesma distancia por igual intervalo de tempo.

Somente aqueles atletas que seguiram as instrucdes corretamente e que
participaram de ambas as corridas foram incluidos no estudo, o que totalizou 125
atletas (49 mulheres e 76 homens). Posteriormente, os individuos foram
classificados por idade de acordo com os seguintes grupos: adolescentes (15-19
anos), adultos jovens (20-40 anos) e adultos de meia idade (41-58 anos de idade),
seguindo os critérios de idade para os valores de referéncia de parametros
bioquimicos: para fins clinicos, alguns valores de referéncia sdo diferentes para
idades de até 19 anos de idade (FREIRE et al., 2008). Como havia apenas dois
corredores com idade acima de 58 anos, eles foram excluidos da amostra. Assim, o
tamanho final da amostra aqui estudada foi de 123 (49 mulheres e 74 homens).

As amostras do sangue periférico foram coletadas imediatamente apés as
corridas em tubos Vacutainer contendo EDTA e foram usadas para analise do
hemograma completo e para genotipagem dos polimorfismos, enquanto as amostras
de soro foram submetidas ao teste Tbars e as dosagens bioquimicas de creatina
quinase (CK), aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e
proteina-C reativa (PCR e PCR ultra-sensivel — PCR-us).

4.4 Analises bioquimicas e hemograma

O hemograma foi realizado no analisador automatizado Cell-Dyn® 3700
(Abbott Diagnostics), considerando-se o0s valores de referéncia previamente
reportados na literatura (FLEGAR-MESTRIC et al., 2000). As andlises de CK, AST,
ALT e das dosagens bioquimicas de PCR foram realizadas em um analisador
quimico automatizado ADVIA® 1650 (Bayer Diagnostics), enquanto a dosagem
bioquimica de PCR-us foi feita por ensaio imunométrico (Immulite 2000®, DPC,
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Medlab), usando os reagentes quimicos apropriados, controles e protocolos de
acordo como os fabricantes.

Os valores de referéncia de indicadores biolégicos utilizados como parametros
para interpretacdo dos resultados de valores obtidos foram de acordo com os
descritos na literatura para fins clinicos e para atletas, conforme descrito a seguir: 0s
valores de referéncia para a CK sao de até 171U/L para os homens e 145U/L para
mulheres (FREIRE et al. 2008) para fins clinicos; os atletas tém valores de referéncia
de CK mais elevados que os individuos ndo-atletas, sendo estes de 82-1083U/L
para homens e de 47-513U/L para as mulheres (MOUGIOS, 2007). Para fins
clinicos, os valores de referéncia para AST estao na faixa de 15-37U/L para os
homens e de 13-31U/L para mulheres; para ALT eles estdo na faixa de 10-40U/L
para homens e de 07-35U/L para as mulheres (SCHUMANN & KLAUKE, 2003;
FREIRE et al., 2008). Por causa dos valores mais elevados de CK para atletas
(MOUGIOS, 2007), o limite superior de referéncia para AST é esperado, uma vez
que o nivel sérico dessa enzima pode aumentar em casos de lesbes musculares
(MIRANDA-VILELA et al., 2009; MIRANDA-VILELA, 2012). Para PCR e PCR-us,
ambos os testes medem a mesma molécula no sangue, mas a dosagem bioquimica
de PCR-us foi adotada para detectar PCR em niveis mais baixos, sendo muito mais
sensivel para o diagnéstico (RIFAlI & RIDKER, 2003). De acordo com a American
Heart Association e US Center for Disease Control, os valores de referéncia para a
proteina C-reativa sdo <3mg/L (Ridker, 2003), sendo que as mulheres geralmente

apresentam valores mais baixos que os homens (RIFAI & RIDKER, 2003).

4.5 Teste de Tbars

Para a deteccao fluorimétrica de Substancias Reativas do Acido Tiobarbittrico
(Tbars, do inglés Thiobarbituric Acid Reactive Substances), foi adotado o protocolo
de Wasowicz et al. 1993. A primeira etapa consistiu na preparacao das solucbes de
acido tiobarbitrico (TBA, do inglés Thiobarbituric Acid)* e da solugdo estoque de

* TBA: dissolveu-se TBA (Merck ®), em acido acético (Merck ®) para uma concentragdo final de TBA
29 mM, acido acético 8,75M.
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malonaldeido (MDA)°. No momento do uso, a solucdo foi diluida em agua mili-Q
para produzir uma solucao de trabalho de MDA de 10uM.

O sangue foi centrifugado (1500 x g; a 4° C por 10 minutos) para obtencao do
soro, que foi recolhido cuidadosamente em microtubos (Eppendorfs®) de 1,5mL com
EDTA (1,34mM) e GSH (0,65mM) e congelado em nitrogénio liquido (—196° C) e
armazenado em freezer a —-80° C até o momento de uso.

O teste usou 50uL de soro ou volume adequado de solugdo de MDA (curva-
padrao) que foram colocados em tubos de vidro de 10mL contendo 1mL de agua
mili-Q. Em seguida, foi adicionada solugcdo de TBA (29mM) em acido acético
(8,75mM), constituindo uma solucdo de pH 2,4-2,6. O tubos foram agitados em
vértex e deixados em banho-maria por 1 hora a temperatura de 95-100° C.

Apbés o resfriamento das amostras a temperatura ambiente, foram
adicionados 25uL de HCI 5M e 3mL de butanol. Os tubos foram agitados em vortex
por 5 segundos e a fase alcodlica foi separada por centrifugacdo por 10 minutos a
1.500 x g. A leitura da fluorescéncia foi feita no equipamento Espectrofotometro FP-
777 (JASCO), utilizando-se os comprimentos de onda 525 nm para excitacao e 547
nm para emissao. A curva-padrao foi realizada a partir de solu¢gées de MDA de 0 a
0,15 nmol/mL.

4.6 Extracao de DNA

O DNA genbémico foi extraido da fracdo leucocitaria do sangue periférico
(buffy-coat) pelo kit de extracdo de DNA llustra Blood Genomic Prep Mini Spin Kit,
GE Healthcare®, de acordo com as recomendacdes do fabricante. As amostras
foram quantificadas pelo quantificador Nanovue, GE Healthcare®, e diluidas em
agua mili-Q para uma concentracao final de 50 ng/pL e armazenadas em freezer a
—20° C.

MDA dissolveu-se 480uL de 1,1,3,3- tetraetoxipropano (Sigma ®) em 100mL de etanol (Merck ®).
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4.7 Condicoes para amplificacao

Essa etapa visou amplificar a regido génica de cada um dos trés marcadores,
que foram posteriormente genotipados. Os reagentes foram misturados (Quadro 2) e
distribuidos em volumes de 24 pL em cada microtubulo de 500 pL, contendo
previamente 1 uL DNA, homogeneizados e recobertos com uma gota de 6leo
mineral. As concentracdes e os respectivos programas adotados estao descritos nos
Quadros 2 e 3. A PCR foi executada no termociclador MJResearch PTC-100
Programmable Thermal Cycler Control ( United States).

A amplificacdo dos marcadores foi confirmada por eletroforese vertical em gel

de poliacrilamida a 6% e corado com nitrato de prata.

Quadro 2: Concentra¢des dos reagentes para o preparo das rea¢des de amplificagbes dos genes da
EPO e ACTN-3, para um volume final 25 uL por amostra.

Concentracao

Reagente EPOR
Agua mili-Q - - -
Tampé&o 10X° 1X 1X 1X
dNTP’ 80mM 200uM 200uM
Primer F® 50pmol 0,5 uM 10 pmol
Primer R 50pmol 0,5 uM 10 pmol
MgCl,’ 2,5Mm 1,5mM 1,5mM
BSA™ 0,01% 0,01% -
DMSO 8% - -
Taq DNA polimerase’’ 1U 1U 2,87U
DNA 50ng 100ng 90ng

tampdo 10X, Invitrogen ®: 200mM Tris-HCI (pHS8,0), 0,ilmM EDTA, IMm DDT, 50%(v/v) glicerol,
estabilizadores;

"dNTP, do inglés deoxyribonucleotidetriphosphates,Invitrogen ®;

8 primer (cada) Invitrogen ®;

9MgC12, cloreto de magnésio, Invitrogen ®;

IOBSA, do inglés bovine serum albumin, Promega ®;

""Tag DNA Polymerase, Invitrogen ®.




Quadro 3: Programas adotados para amplificacdo dos genes da EPO, EPOR e ACTN-3 pelo
termociclador MJResearch PTC-100 Programmable Thermal Cycler Control ®.

EPO
Etapa Temperatura Tempo | Numero de Ciclos
Desnaturacao Inicial 95°C 5
Desnaturacao 95°C 30”
Anelamento 60°C 30” 35
Extensao 72°C 45”
Extenséo Final 72°C 10°
EPOR
Etapa Temperatura Tempo Numero de Ciclos
Desnaturacao Inicial - -
Desnaturacao 94°C 1
Anelamento 60°C 1’ 30 vezes
Extensao 72°C 1
Extenséo Final 72°C 7
ACTN-3
Etapa Temperatura Tempo Numero de Ciclos
Desnaturagéao Inicial 94°C 5
Desnaturacao 94°C 30”
Anelamento 60°C 30” 25
Extensao 72°C 1
Extenséo Final 72°C 7

Os tamanhos dos fragmentos foram observados com auxilio do marcador de
peso molecular de 1kb (Invitrogen®), que para os genes da EPO, EPOR e ACTN-3
foram, respectivamente, 369, 333 e 489 pares de bases (pb).

4.7.1 Genotipagem

Apbés a reacdo de PCR e confirmagdo da amplificacdo, os produtos
amplificados foram submetidos ao corte com enzimas de restricao (RFLP) (Quadro
4). Para digestdo do gene da EPO, foram usados 3,125 unidades da enzima
BseRI', por 7 horas, a 372 C, em um volume de 7,515 pL, enquanto para EPOR foi

'2 Enzimas de restricdo Ddel (Desulfovibrio desulfuricans) e BseRI (Bacillus species R), New England
® Biolab.
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necessario 1 unidade da enzima Ncol®®

, por 4 horas a 37° C, em um volume de 20
uL. Para a digestdo do fragmento amplificado da regidao de interesse do gene da
ACTN-3, foram usadas 3,5 unidades da enzima Ddel® por 16 horas a 37° C, em um

volume final de reac&o 15 pL (Figura 8).

290 bp —yp
205 bp

108 bp

97 bp
85 bp—™ l

Figura 8: Genotipagem por PCR-RFLP do gene ACTN-3 em gel de poliacrilamida a 10%. Poco1,
produto nao digerido de PCR de 290 pb; po¢o 2, gendtipo RR; pogo 3, genétipo XX; poco 4, marcador
de peso molecular de 4,50 pb e pogo 5, genétipo RX (GOEL & MITTAL, 2005).

Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida em
concentragcdes de 6% ou 10 %, dependendo do tamanho dos fragmentos, e corados
por nitrato de prata. Os protocolos para genotipagem seguiram TONG et al., 2008
(EPO), LA CHAPELLE et al., 1993 (EPOR) e CLARKSON et al., 2005 (ACTN-3).

" Enzima de restrigdo Ncol (Nocardia corallina), Promega ®.
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Quadro 4: Sequéncias de primers (iniciadores) dos genes EPO, EPOR e ACTN-3 adotados na

amplificagao.

Forward primer (5°—3’) Reverse primer (5°'—3’)

EPO GTCCATTGTGCAGGACACAG AACTCCTGGGCTCAAAGGAT
EPOR TCCTGCTCATCTGCTTTGG CATCTGCAGCCTGGTGTCC
GGGTGATGTAGGGATTGG
CGCCCTTCAACAACTGGCTGGA
ACTN-3 rsaransti TGGAG (ACTN-3-E16R)

4.7.2 Eletroforese vertical em gel de poliacrilamida

A eletroforese vertical € um método adequado para identificacdo e separagéao
de DNA ou proteinas com diferentes pesos moleculares através de gel de
poliacrilamida (Figura 10). Para esta pesquisa, tal procedimento foi empregado com
a finalidade de confirmar a amplificacdo e o tamanho das bandas amplificadas e,
posteriormente, para verificar os tamanhos obtidos apds a digestdo com enzima de
restricao.

Em uma cuba contendo solucdo tampao de Tris-borato-EDTA (TBE1X)' foi
inserido um par de placas de vidro contendo gel de acrilamida polimerizada. Esse
gel foi anteriormente preparado com solucdo de acrilamida, 6 ou 10%, e
polimerizada apds a adicdo dos catalisadores perssulfato de aménio (APS) 10% e
da solucdo N,N,N’,N’-Tetrametiletilenodiamina (TEMED). Em seguida a fixagao das
placas de vidro na cuba de eletroforese, foi adicionado tampao de corrida'® na parte
superior do equipamento e sé entdo as amostras (produtos de PCR ou de restri¢éo)
foram aplicadas. Concluida essa etapa, a cuba foi fechada e os eletrodos foram

" TBE 10X: TRIS (108g), &cido bérico (55g), EDTA (9,3g). Completar para um litro. Para solu¢cdo TBE
1X, misturar 100mL de TBE 10X e completar para 1L com agua destilada.

1% Tampao de corrida (Dye solution): xileno cianol (2,5%), azul de bromofenol (2,5%), glicerina (30%),
EDTA (0,5M, pH8,0).
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inseridos nos respectivos polos. As corridas foram realizadas a 160 volts por,
aproximadamente, 2 horas.

Ao término da eletroforese, o gel foi liberado das placas e fixado, sob agitacao
baixa e constante, em 200 mL de solugéo fixadora'® e solugdo de nitrato de prata a
10% para uma concentragao final de 1%, por 5 minutos. Em seguida, o excesso de
prata foi retirado com agua destilada e foi adicionado ao gel 200 mL de solugcao
reveladora'’ (aquecida a 70° C, com 2 mL de formaldeido). O gel foi novamente

submetido a agitacao baixa e constante até a visualizacao das bandas.

4.8 Analises Estatisticas

4.8.1 Calculo do tamanho amostral (N)

A definicao de uma amostra envolve premissas que dizem respeito as
caracteristicas do evento estudado, dos fatores que exercam influéncia sobre este
evento e da anadlise que se pretenda fazer. Um plano amostral deve em primeiro
lugar reconhecer o universo a que se refere o estudo, a populacdo que sera
estudada e a unidade amostral (o objeto sobre o qual se fara medidas do evento de
interesse no estudo). Na maioria dos estudos em saude o pesquisador busca
aleatoriedade para evitar o erro sistematico ou vicio de amostragem que torne
inconclusivos os resultados de seu estudo (LWANGA & LEMESHOW, 1991;
CALLEGARI-JACQUES, 2003; MIOT, 2011; LABORATORIO DE EPIDEMIOLOGIA
E ESTATISTICA, 2013). Assim, o tamanho amostral foi determinado a partir da
analise estatistica dos dados quantitativos obtidos, considerando o erro maximo
toleravel de amostragem (erro padrao ou erro amostral) variando de 0,05 a 0,20, de
acordo com uma menor ou maior variacado nos resultados dos exames realizados e

tamanhos das amostras apés estratificacdo do grupo, segundo a férmula:

16 Solucao fixadora: &cido acético (6 mL), alcool (144 mL) e 4gua destilada (750 mL)
' Solugéo reveladora: 22,5g hidréxido de sddio. Completar com agua destilada para volume de 1L.
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Onde:

n = tamanho amostral

¢ = desvio padréao

E = erro maximo toleravel = 1,96 x o, onde o. =erro padrao da media

9

Jn

(EPM). Assim, E= 1,96 x , porque o intervalo de confianca de 95% = x

1,96 -, onde x = média

Esta féormula foi usada para todos os célculos, incluindo aqueles decorrentes
da estratificacdo da amostra por sexo, faixa etaria, distancia percorrida e genétipos
dos polimorfismos estudados de ACTN-3 e EPO.

Visto o cuidado adicional necessario com o superdimensionamento amostral,
o qual pode reduzir os intervalos de confianca das estimativas e permitir a deteccéo
de diferencas entre subgrupos que, apesar de estatisticamente significantes, néao
possuem relevancia clinica (MIOT, 2011), as variaveis quantitativas que apresentam
naturalmente valores de referéncia com intervalos muito grandes nao foram

consideradas nos calculos do tamanho amostral.

4.8.2 Diferencas entre sexo, faixa etaria e genétipos da ACTN-3, EPO e EPOR no
hemograma completo, dosagens bioquimicas da creatina quinase (CK), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e Proteina C Reativa (PCR
e PCR-us), e teste de Tbars.

As analises estatisticas foram realizadas usando o programa SPSS®
(Statistical Package for the Social Sciences) versao 17.0. Os dados foram expressos
pela média e desvio padrao (DP) e os valores p<0.05 foram considerados

estatisticamente significativos. As variaveis continuas foram testadas para a
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distribuicdo normal com o teste de Shapiro-Wilk. Para os parametros analisados,
incluindo exames laboratoriais e frequéncias genotipicas, possiveis diferencas entre
os sexos foram avaliados pelo teste-T para amostras independentes ou de Mann-
Whitney (dados nao-normalizados), enquanto diferencas entre os grupos etarios,
distancia percorrida e gendétipos foram avaliadas por ANOVA ou pelo teste de
Kruskal-Wallis (quando os dados nao seguiram a distribuicdo normal),
acompanhado, respectivamente, pelo teste de Bonferroni ou de Mann-Whitney. Para
verificar as diferencas nas comparacdes antes e depois a suplementacao com 6leo
de pequi, a significancia estatistica foi avaliada pelo teste-T para amostras pareadas
ou pelo teste de Wilcoxon (quando os dados nao apresentaram distribuicdo normal).

Testes ndo-paramétricos ou de distribui¢ao livre sdo mais apropriados quando
(1) ndo se conhece a distribuicdo dos dados em uma populacdo, (2) quando a
distribuicao € assimétrica e nao se deseja realizar uma transformagéao dos dados, e
(3) quando a distribuicdo é gaussiana em alguns grupos e assimétrica em outros.
Sao, portanto, testes de aplicacdo mais ampla do que os paramétricos (PONTES &
CORRENTE, 2001; CALLEGARI-JACQUES, 2003), sendo os mais comuns, (1) o
teste de Kruskall-Wallis (KRUSKAL & WALLIS, 1952), usado quando existem mais
de dois grupos a serem comparados, € (2) o teste de Mann-Whithey (MANN &
WHITNEY, 1947), usado para comparar as fungoes de distribuicdo de uma variavel
em duas amostras independentes. Enquanto o teste de Kruskall-Wallis é a
alternativa nao-paramétrica para ANOVA one way, o teste de Mann-Whitney é a
alternativa ndo-paramétrica para o teste T para amostras independentes.

De maneira semelhante, o teste de Wilcoxon (Wilcoxon Matched-Pairs) é um
dos mais Uteis e poderosos testes nao-paramétricos de hipoteses para comparacao
de duas amostras pareadas, sendo a alternativa ndo-paramétrica para o teste T de
Student para amostras pareadas, quando os dados apresentam distribuicdo que nao
satisfazem as exigéncias deste ultimo (quando ndao ha homogeneidade das
variancias, ou seja, quando ocorre uma distribuicdo nao-normal dos dados, ou
quando as amostras sdo tdo pequenas que nao permitem verificar se isto ocorre)
(BELLERA et al., 2010).
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4.8.3 Teste de correlagéao

O teste do qui-quadrado (x?) é adequado para verificar se existe associagdo
entre duas variaveis qualitativas, sendo entdo chamado de teste x* de associagdo
(CALLEGARI-JACQUES, 2003). Assim, possiveis associacdes entre os parametros
sexo/grupos etarios, sexo/distancia percorrida, grupos etarios/distancia percorrida,
sexo/polimorfismos genéticos, grupos etarios/polimorfismos genéticos e distancia
percorrida/polimorfismos genéticos foram analisadas por meio da correlagdo com o
teste do x2. Os testes foram realizados usando o programa SPSS versdo 17.0 e

valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

4.8.4 Estatistica de populacdes

Os polimorfismos estudados foram submetidos ao teste de probabilidade de
aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) pelo método convencional do ?,
o qual serve para verificar se uma distribuicdo observada de dados ajusta-se a uma
distribuicdo esperada (teérica) (CALLEGARI-JACQUES, 2003). Os p-valores foram
estimados pelo programa  Genepop on the web versao 4.1
(http://genepop.curtin.edu.au), sendo p>0,05 considerado em EHW. O mesmo
programa foi usado para calcular as frequéncias alélicas e genotipicas de cada loco
e 0s parametros de diversidade genética tais como heterozigosidade observada (Hi),

heterozigosidade esperada (Hs) e coeficiente de endogamia intrapopulacional (FIS).
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5. RESULTADOS

5.1 Resultados das dosagens bioquimicas e do hemograma total por grupo
total, sexo, faixa etaria e distancia percorrida antes e depois a suplementacao

com dGleo de pequi

Os resultados do célculo do tamanho amostral minimo antes e apds o pequi
para o grupo total, por sexo, faixa etaria e distancia percorrida sdo mostrados na
Tabela 1, onde a suplementacdo com as capsulas de pequi reduziu a variabilidade

da amostra e, consequentemente, o tamanho amostral necessario.

Tabela 1: Resultados do célculo do tamanho amostral minimo dos dados quantitativos obtidos antes

e apods o pequi para o grupo total, por sexo, faixa etaria e distancia percorrida.

. Erro maximo N final do
Grupos Antes Depois toleravel estudo
134 102 0,05
Total 123
95 67 0,10
* Mulheres 42 23 0,10 49
o]
X
$ Homens 78 74 0,10 74
© 15-19 anos 32 20 0,10 20
5
w 20-40 anos 119 74 0,05 78
©
x
£ 41-58 anos 30 25 0,10 25
4-5 Km 32 29 0,10 50
€3 67Km 35 31 0,10 38
55
a 2 8-10 Km 34 9 0,10 28
a [}]
o
16-21 Km 19 4 0,20 7

A amostra estudada de atletas foi constituida principalmente por adultos

jovens (20 a 40 anos) do sexo masculino (Tabela 2 e 3). A maioria dos atletas
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percorreu trechos na faixa 4-5 km; enquanto que trechos com mais de 16 km foram
pouco frequentes, conforme dados dispostos na tabela 2.

Tabela 2: Distribuig&do geral dos atletas de acordo com a faixa etéria e percurso percorrido.

Faixa Etaria Percurso ( Km) Total
4-5Km 6-7 Km 8-10Km  16-21 Km ota
15-19 anos 14 6 0 0 20
20-40 anos 31 25 18 4 78
41-58 anos
5 7 10 25
Total 50 38 28 7 123

Tabela 3: Distribuicdo dos atletas de acordo o género, faixa etaria e percurso percorrido.

Sexo Faixa Percurso (Km) N(%)
Etaria
15-19 anos 4-5 Km 5(71,4)
Feminino 6-7 Km 2(28.6)
Total 7(100,0)
20-40 anos 4-5 Km 14(50,0)
6-7 Km 9(32,1)
8-10 Km 4(14,3)
16-21 Km 1(3.,6)
Total 28(100,0)
41-58 anos 4-5Km 3(21.4)
6-7 Km 5(35,7)
8-10 Km 6(42,9)
Total 14(100,0)
_ 15-19 anos 4-5 Km 9(69,2)
Masculino 6-7 Km 4(30,8)
Total 13(100,0)
20-40 anos 4-5 Km 17(34,0)
6-7 Km 16(32,0)
8-10 Km 14(28,0)
16-21 Km 3(6,0)
Total 50(100,0)
41-58 anos 4-5 Km 2(18,2)
6-7 Km 2(18,2)
8-10 Km 4(36,4)
16-21 Km 3(27,3)
(

Total 11(100,0)
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Com excecao dos valores “antes” e “depois” das dosagens bioquimicas de
ALT e PCR, diferencas significativas entre os sexos foram observadas tanto nas
dosagens bioquimicas quanto no eritrograma para os mesmos parametros descritos
na literatura com valores de referéncia diferentes para os géneros feminino e
masculino (RIFAI & RIDKER, 2003; SCHUMANN & KLAUKE, 2003; MOUGIOS,
2007; FREIRE et al., 2008). No entanto, ap6s suplementacdo com 6leo de pequi
essas diferencas desapareceram para a dosagem bioquimica de PCR-us (Tabelas 4
e 5A).

Nas comparacgdes “antes e depois” a suplementacdo com as capsulas de éleo
de pequi, as redugdes significativas observadas para o grupo total nos valores de
CK (p=0,015) e ALT (p=0,040) foram relacionadas, respectivamente, ao sexo
masculino (p=0,012) e feminino (p=0,043). Mulheres também apresentaram
diminuicbes significativas nas dosagens bioquimicas de AST (p=0,007) e aumento
significativo na dosagem de PCR (p=0,027) (Tabela 4).

Ainda considerando as comparacdes antes-depois, as redugdes significativas
observadas no grupo total nos valores de eritrocitos (p=0,001), HCT (p=0,002) e
plaguetas (p=0,000), bem como o aumento significativo nos valores de HCM
(p=0,000) e CHCM (p=0,002) foram relacionadas a ambos os sexos, enquanto as
reducdes significativas nos valores de RDW (p=0,000) e plaquetdcrito (p=0,000)
foram relacionadas ao sexo masculino (Tabelas 5A e 5C).

Nas comparacoes por as faixas etarias, o grupo de 41-58 anos apresentou
valores significativamente menores de PCR-us (p=0,046) em relacdo ao grupo de
15-19 anos, o qual por sua vez apresentou valores significativamente menores que a
faixa etaria de 20-40 anos (p=0,002) antes do pequi. Os valores de Tbars foram
significativamente maiores para os grupos etarios de 20-40 (p=0,009) e 41-58
(p=0,021) anos, quando comparados com 15-19 anos antes do pequi, enquanto a
faixa etaria de 41-58 anos apresentou valores significativamente aumentados de
ALT tanto antes (p=0,011) quanto depois (p=0,019) do pequi em compara¢ao com a
faixa de 20-40 anos, e valores significativamente menores de CK em relacao a faixa
de 15-19 anos (p=0,034) depois do pequi (Tabela 6). O grupo de 41-58 anos
também se diferiu significativamente dos grupos de 15-19 e 20-40 anos nos valores
de eritrocitos (p=0,032 e p=0,025, respectivamente) e VCM (p=0,013 e p=0,033,
respectivamente), e do grupo de 20-40 anos nos valores de e HCM (p=0,003 e
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p=0,007) antes do pequi, o qual por sua vez apresentou valores de RDW
significativamente aumentados em relacdo a faixa etaria de 15-19 anos (p=0,013).
Ap6s o pequi, as diferencas em relacao aos eritrécitos e RDW desapareceram
(Tabela 7A).

Diferencas significativas nas comparagdes antes-depois foram observadas no
grupo de 15-19 anos para AST (p=0,019), eritrécitos (p=0,007), hemoglobina
(p=0,022), hematdcrito (p=0,008), eosindfilos (p=0,048) e mondcitos (p=0,048); e no
grupo de 20-40 anos para CK (p=0,009), eritrocitos (p=0,020), hematdcrito
(p=0,033), HCM (p=0,001), CHCM (p=0,013), RDW (p=0,000), basdfilos (p=0,036),
mondécitos (p=0,046), plaquetas (p=0,000) e plaquetécrito (p=0,000) (Tabela 6, 7A,
7B e 7C).

Nas avaliagbes por distancia percorrida, 6leo de pequi foi particularmente
eficaz na reducéo dos valores de CK (p=0,004), AST (p=0,027), plaquetas (p=0,001)
e plaquetécrito (p=0,016) para a distancia de 6-7 km; de RDW até 8-10 km (p=0,002
para 4-5 Km; p=0,005 para 6-7 Km; p=0,002 para 8-10 Km); e de plaquetas
(p=0,007) para a distancia de 8-10 Km (Tabelas 8, 9A, 9B e 9C).
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Tabela 4: Valores totais de CK, AST, ALT, PCR, PCR-us e teste Tbhars de acordo com o género dos corredores de rua do Distrito Federal antes e depois da
suplementagdo com 6leo de pequi.

CK

AST ALT PCR PCR-us Tbars
Grupo N (%) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (nmol/mL de MDA)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Total 123(100) 285,86/ 237,62/ 29,81/ 28,20/ 23,02/ 21,55/ 0,33/ 0,37/ 1,60/ 1,54/ 0,0266 / 0,0264 /
341,83 228,98" 8,82 7,28 11,46 9,06 0,33 0,30 2,22 1,81 0,008 0,007
Feminino 49 (39.8) 149,92/ 150,76/ 27,84/ 24,92/ 22,04/ 19,24/ 0,26/ 0,34/ 1,05/ 1,48/ 0,0271/ 0,0271/
118,93 126,48 9,25 6,22" 12,49 6,27" 0,20 0,27 1,09 1,82 0,008 0,005
Masculin  74(60.2) 379,68/ 297,56/ 31,15/ 30,43/ 23,69/ 23,12/ 0,38/ 0,38/ 2,02/ 1,59/ 0,0264 / 0,0260 /
o 408,76 263,13* 8,32 7,14 10,74 10,29 0,39 0,32 2,72 1,81 0,008 0,007
p-valores 0,000 0,000 0,006 0,000 0,246 0,078 0,121 0,695 0,030 0,407 0,649 0,272

Dados numéricos séo expressos como média / desvio padrdo (DP). N= tamanho da amostra; CK= creatina quinase; AST= aspartato aminotransferase; ALT= alanina aminotransferase; PCR= proteina-C reativa; PCR-us= PCR ultra sensivel;

U/L= unidade por litro; mg/dL= miligramas por decilitro; nmol/mL de MDA= nanomols de malondialdeido por mililitro de soro. Os p-valores foram gerados pelo teste de Mann-Whitney. O simbolo # indica diferengas significativas nas
comparagdes antes e depois a suplementagéo do com éleo de pequi, deifotectadas pelo teste de Wilcoxon.
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Tabela 5: Hemograma total de acordo com o género dos corredores de rua do Distrito Federal antes e depois da suplementagcdo com éleo de pequi. (A)
Eritrograma; (B) Leucograma; (C) Plaquetograma.
(A) Eritrograma

Eritrocitos HGB HCT VCM HCM CHCM RDW
Grupo (milhdes/mm°) (g/dL) (%) (f) (pg) (9/% ou g/dL) (%)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Total 5,23/ 5,15/ 14,44 / 14,38/ 44,98/ 4431/ 86,18 / 86,22/ 29,43/ 29,76 / 34,15/ 34,52/ 14,83/ 14,25/
0,51 0,50* 3,00 3,04 3,78 3,68" 3,76 3,81 1,54 1,51* 1,00 0,66" 1,00 1,07*
Feminino 4,83/ 4,75/ 13,88/ 13,81/ 41,98/ 4117/ 86,99 / 86,89 / 29,68 / 30,08/ 34,12/ 34,63/ 14,65/ 14,38/
0,34 0,33" 2,24 2,22 3,06 2,79 3,28 3,14 1,38 1,29 1,07 0,63 0,93 1,21
Masculin 5,48/ 5,41/ 14,79/ 14,74/ 46,85/ 46,27 / 85,67 / 85,80/ 29,27/ 29,56 / 34,16/ 34,45/ 14,95/ 14,17/
o 0,43 0,41* 3,36 3,42 2,87 2,67 3,97 4,14 1,62 1,607 0,96 0,66" 1,03 0,97
P-valores 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,065 0,110 0,169 0,096 0,973 0,118 0,115 0,306
(B) Leucograma
Grupo Leucocitos totais (/mm°) Linfécitos (/mm°) Segmentados (/mm°) Bastonetes (/mm°) Baséfilos (/mm°) Eosinéfilos (/mm®) Monécitos (/mm°)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Total 7399,13/ 7398,26 / 2654,92 / 2609,55/ 3998,68 / 3949,05/ 26,70/ 26,96 / 85,19/ 98,34 / 140,22 / 148,47 / 492,64 / 542,04 /
2250,40 1912,79 969,21 1001,53 1741,89 1440,22 83,76 84,76 51,35 47,29 106,97 113,33 221,04 198,68
Feminino 7542,22 / 7593,33/ 2562,58 / 2552,58 / 4255,47 / 4172,67 / 21,22/ 27,71/ 91,09/ 92,71/ 122,82/ 136,31/ 477,47/ 538,40/
2595,41 1977,30 1008,98 1036,74 1916,82 1364,94 59,76 86,50 46,01 45,95 86,15 94,43 199,96 189,28
Masculino 7307,14/ 7272,86 / 2713,45/ 2645,66 / 3835,93/ 3807,32/ 30,21/ 26,46 / 81,45/ 101,92/ 151,24/ 156,17 / 502,25/ 544,35/
2012,38 1873,76 945,71 984,30 1614,30 1477,87 96,34 84,24 54,45 48,09 117,54 123,86 234,30 205,71
P-valores 0,977 0,383 0,227 0,419 0,243 0,103 0,807 0,791 0,357 0,624 0,241 0,544 0,577 0,812
(C) Plaquetograma
Plaquetas Plaquetdcrito VPM PDW
Grupo (mil/mm?®) (%) (1) (%)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Total 335,24 /69,70 312,12/65,03" 0,36 /0,09 0,33/0,08* 10,54 /1,63 10,36/ 1,64 18,01 /1,17 18,09/1,03
Feminino 332,89/70,41 316,29 / 68,35" 0,37 /0,11 0,35/0,10 10,88 /1,70 10,99/1,70 18,04 /1,17 18,32/0,96
Masculino 336,71 /69,71 309,51/ 63,22* 0,35/0,08 0,31/0,07* 10,34 /1,56 9,98/1,50 18,00/1,17 17,95/1,05
P-valores 0,722 0,586 0,395 0,025 0,079 0,001 0,843 0,062

Dados numéricos s&o expressos como média / desvio padréo (DP). HGB= hemoglobina; HCT= hematdcrito; VCM= volume corpuscular médio; HCM= hemoglobina corpuscular média; CHCM= concentragdo hemoglobinica corpuscular média; RDW= amplitude ou variagdo
de distribui¢do dos eritrdcitos; VPM= volume plaquetario médio; PDW= amplitude ou variagéo de distribui¢do de plaquetas; g/dL= gramas por decilitro; fl= fentolitros; pg= picogramas; g/%= gramas por percentagem. P-valores de eritrécitos, HCT, VCM, RDW antes e depois,
HCM antes, leucdcitos totais depois e plaquetas depois foram gerados pelo Teste-T para amostras independentes, enquanto os outros p-valores foram gerados pelo Teste Mann-Whitney. O simbolo # indica diferengas significativas nas comparagdes antes e depois a
suplementacéo de éleo de pequi, detectadas pelo Teste-T para amostras pareadas (eritrécitos, HCT, VCM e RDW) ou pelo teste de Wilcoxon (demais variaveis).
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Tabela 6: Valores totais de CK, AST, ALT, PCR, PCR-us e teste Tbars dos atletas divididos por faixa etaria antes e depois da suplementagao com éleo de pequi.

CK AST ALT PCR PCR-us Tbars
Faixa etaria N (%) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (nmol/mL de MDA)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
15-19 20(16.3) 433,85/ 327,75/ 32,55/ 27,60/ 21,70/ 21,25/ 0,29/ 0,38/ 1,35/ 1,66/ 0,0219/ 0,0238 /
(adolescente) 620,92 263,84 9,68 7,107 6,41 9,21 0,24 0,35 2,47 2,55 0,006 0,008
20-40 78(63.4) 276,82/ 229,39 / 29,19/ 27,96 / 22,35/ 20,60 / 0,34/ 0,38/ 1,85/ 1,70/ 0,0274 / 0,0267 /
(adulto jovem) 270,01 235,93* 8,72 7,17 12,47 9,06 0,38 0,32 2,447 1,82 0,007% 0,006
41-58 25(20.3) 191,17/ 188,54 / 29,50 / 29,46 / 26,29 / 24,88/ 0,33/ 0,31/ 1,11/ 1,03/ 0,0279 / 0,0277/
(meia-idade) 140,26 149,912 8,33 7,96 11,08° 8,52° 0,23 0,18 1,13° 0,81 0,008? 0,006
P-valores 0,181 0,080 0,378 0,874 0,031 0,044 0,747 0,859 0,004 0,120 0,008 0,115

Dados numéricos sdo expressos como média / desvio padrdo (DP). N= tamanho da amostra; CK= creatina quinase; AST= aspartato aminotransferase; ALT= alanina aminotransferase; PCR= proteina-C reativa; PCR-us= proteina-C reativa ultra-

sensivel; U/L= unidade por litro; mg/dL= miligramas por decilitro; nmol/mL de MDA= nanomols de malondialdeido por mililitro de soro. Os p-valores do teste Tbars (antes e depois) foram gerados por ANOVA, enquanto os p-valores dos demais

parametros foram gerados pelo teste de Teste Kruskal-Wallis. As letras minusculas indicam diferengas significativas entre as faixas etarias detectadas pelo teste de Bonferroni (Tbars) ou de Mann-Whiteney (demais variaveis), sendo a = significativo

em comparagao com a faixa etaria 15-19 anos; b = significativo em relagéo a faixa etéaria 20-40 anos. O simbolo # indica diferengas significativas na comparagéo entre antes e depois a suplementagédo com 6leo de pequi, detectadas pelo Teste-T para

amostras pareadas (Tbars) ou pelo teste de Wilcoxon (demais variaveis).
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Tabela 7: Hemograma por faixas etarias dos atletas antes e depois da suplementagdo com éleo de pequi. (A) Eritrograma; (B) Leucograma; (C) Plaquetograma.

(A) Eritrograma

Eritrocitos
Fajx_a (milhdes/mm?®) HGB (g/dL) HCT (%) VCM (fl) HCM (pg) CHCM (g/% ou g/dL) RDW (%)
Etaria Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
15-19 5,35/ 517/ 15,50 / 15,07 / 4535/ 43,71/ 84,92/ 84,84/ 29,05/ 29,28/ 34,18/ 34,51/ 14,25/ 14,26 /
0,54 0,58" 1,20 1,32% 3,73 3,92 3,57 3,47 1,50 1,47 0,74 0,57 0,86 1,06
20-40 5,28 / 5,21/ 13,96 / 13,97/ 4524/ 4471/ 85,91/ 86,03/ 29,25/ 29,65/ 34,05/ 34,47/ 14,96 / 14,22 /
0,51 0,50 3,57 3,65 3,87 3,72* 3,95 4,04 1,55 1,54* 1,07 0.68" 1.04% 114*
41-58 4,97/ 4,95/ 15,07/ 15,10/ 43,80/ 43,53/ 88,12/ 88,04/ 30,33/ 30,54/ 34,41/ 34,69/ 14,93/ 14,31/
0,35%P 0,34 1,26 1,19 3,44 3,23 2,48>P 2,60° 1,232 1,182 0,93 0,64 0,84 0,84
P-valores 0,017 0,076 0,295 0,955 0,248 0,292 0,011 0,016 0,006 0,010 0,366 0,332 0,015 0,763
(B) Leucograma
Faixa Leucocitos totais (/mm°) Linfocitos (/mm°) Segmentados (/mm°) Bastonetes (/mm°) Basoéfilos (/mm°) Eosinéfilos (/mm°) Monécitos (/mm°)
Etaria Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
15-19 7180,00 / 7420,00 / 2750,35/ 2740,75/ 3693,65 / 3799,15/ 26,65/ 33,47/ 83,95/ 81,50/ 129,15/ 173,75/ 490,75/ 587,35/
1560,23 1783,73 928,13 1306,04 997,15 1157,55 108,42 106,31 55,46 32,99 96,38 108,94% 204,34 205,38"
20-40 7611,11/ 7691,67 / 2734,51/ 2669,63 / 4104,26 / 4138,11/ 32,81/ 27,71/ 82,33/ 102,71/ 152,82 / 151,90/ 501,70/ 561,18/
2414,60 2010,24 991,92 945,47 1955,86 1609,71 88,12 84,67 50,73 50,12 115,44 122,41 238,29 194,10
41-58 6926,09 / 6460,87 / 2319,35/ 2304,78 / 3928,83 / 3479,35/ 7,61/ 19,22/ 95,35/ 99,13/ 109,83/ 115,57 / 465,52 / 441,91/
2213,43 1403,16 894,02 848,44 1534,79 914,12 25,21 66,44 50,66 46,95 81,08 78,08 180,18 181,80%°
valz.res 0,574 0,040 0,172 0,227 0,785 0,149 0,286 0,817 0,786 0,298 0,199 0,164 0,805 0,013
(C) Plaquetograma
Faixa Plaquetas (mil/mm?®) Plaquetocrito (%) VPM (fl) PDW (%)
Etaria Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
15-19 322,80/73,05 320,95/73,43 0,33/0,07 0,33/0,08 10,23 /1,31 10,33/1,34 17,76 /1,09 18,02 /1,00
20-40 341,57 /68,90 309,95 / 63,34" 0,37/0,10 0,32/0,08" 10,67 /1,82 10,33/1,83 18,16/1,23 18,14 /1,09
41-58 325,70/ 69,88 311,43/65,14 0,34 /0,08 0,33/0,09 10,37 /1,11 10,47 /1,17 17,75/0,94 18,01/0,86
P-valores 0,494 0,797 0,303 0,654 0,767 0,595 0,357 0,984

Dados numéricos sdo expressos como média / desvio padrdo (DP). HGB= hemoglobina; HCT= hematécrito; VCM= volume corpuscular médio; HCM= hemoglobina corpuscular média; CHCM= concentracdo hemoglobinica corpuscular média; RDW= amplitude ou variagdo de

distribuicdo dos eritrécitos; VPM= volume plaquetario médio; PDW= amplitude ou variagédo de distribuicao de plaquetas; g/dL= gramas por decilitro; fl= fentolitros; pg= picogramas; g/%= gramas por percentagem. Os p-valores para eritrocitos, HCT, VCM antes e depois e RDW

antes foram gerados por ANOVA, enquanto os p-valores dos demais parametros foram gerados pelo Teste de Kruskal-Wallis. As letras mintsculas indicam diferencgas significativas entre as faixas etéarias detectadas pelo teste de Bonferroni (eritrécitos, HCT, VCM antes e depois

e RDW antes) ou de Mann-Whitney (demais varidveis), sendo a = significativo em relagéo a faixa etaria 15-19 anos; b = significativo em relagao aos 20-40 anos. O simbolo # indica diferengas significativas nas comparagdes antes e depois a suplementagdo com dleo de pequi,

detectadas pelo Teste-T para amostras pareadas (eritrocitos, HCT e VCM) ou pelo teste de Wilcoxon (demais variaveis).
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Tabela 8: Valores de CK, AST, ALT, PCR, PCR-us e teste Tbars de acordo com distancia percorrida (Km) pelos atletas antes e depois da suplementagédo com éleo

de pequi.
CK AST ALT PCR PCR-us Tbars
Km N(%) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (nmol/mL of MDA)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes  Depois Antes Depois Antes Depois
4-5 50(40.7) 219,46 / 205,73/ 27,65/ 26,86 / 20,12/ 19,43/ 0,29/ 0,38/ 1,30/ 1,53/ 0,0245/ 0,0255/
214,99 165,03 8,07 7,48 8,25 8,92 0,35 0,34 2,34 2,20 0,007 0,006
6-7 38(30.9) 348,14/ 242,14/ 29,49/ 27,24 / 24,43/ 21,95/ 0,30/ 0,35/ 1,85/ 1,54 / 0,0302/ 0,0282 /
466,93° 204,73° 8,51 8,27 10,78% 7,68 0,21 0,31 1,87% 1,41 0,007° 0,007°
8-10 28(22.8) 295,68 / 267,46/ 32,89/ 30,64/ 24,64/ 23,07/ 0,41/ 0,37/ 1,80/ 1,68/ 0,0256 / 0,0259 /
336,81 335,21 9,84° 4,740 15,40 10,68 0,44 0,26 2,58 1,79 0,007° 0,007
16-21 7(5.7) 372,71/ 313,00/ 34,29 / 32,86/ 29,43/ 28,29/ 0,43/ 0,34/ 1,51/ 0,99/ 0,0271/ 0,0253/
261,55° 224 48° 7,74° 5,375”b 13,247 6,05*”b 0,28 0,10 1,82 0,61 0,008 0,006
P-valores 0,032 0,131 0,013 0,002 0,036 0,015 0,271 0,920 0,024 0,305 0,005 0,170

Dados numéricos sao expressos como média / desvio padrdo (DP). N= tamanho da amostra; CK= creatina quinase; AST= aspartato aminotransferase; ALT= alanina aminotransferase; PCR= proteina-C reativa; PCR-us= proteina-C reativa ultra-sensivel;

U/L= unidade por litro; mg/dL= miligramas por decilitro; nmol/mL de MDA= nanomols de malondialdeido por mililitro de soro. Os p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras minusculas indicam diferengas significativas entre as distancias

percorridas detectada pelo teste de Mann-Whitney, sendo a= significativo comparado a 4-5 Km; b= significativo comparado a 6-7 Km. O simbolo # indica diferencas significativas nas comparagdes antes e depois a suplementagdo com o 6leo de pequi,
detectadas pelo teste de Wilcoxon.
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Tabela 9: Valores do hemograma de acordo com a distancia percorrida (Km) antes e depois da suplementacao com 6leo de pequi. (A) Eritrograma; (B) Leucograma;

(C) Plaguetograma.

(A) Eritrograma

‘o (rﬁlrr'ggsc/';ﬁ:s) HGB (g/dL) HCT (%) VCM (fl) HCM (pg) CHCM (g/% ou g/dL) RDW (%)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
4-5 5,32/ 5,21/ 13,81/ 13,66/ 45,53/ 44,55/ 85,74/ 85,76/ 29,30/ 29,59/ 34,16/ 34,50/ 14,54 / 13,98/
0,55 0’57¢ 3,89 3,97 3,96 3,91;e 4,24 4,23 1,70 1,77 0,90 0,66 0,95 0,90’E
6-7 512/ 5,08/ 15,10/ 15,10/ 44,29/ 44,09/ 86,84 / 87,04/ 29,59/ 29,82/ 34,10/ 34,26 / 14,80/ 14,20 /
0,40 0,40 1,10 1,12 2,88 3,35 2,78 2,97 1,06 1,08 1,08 0,66 0,85 1,01
8-10 5,25/ 5,16/ 14,68 / 14,65/ 45,31/ 44,41/ 86,43/ 86,25/ 29,49/ 30,04/ 34,12/ 34,83/ 15,01/ 14,41/
0,56 0,47 2,91 2,81 4,18 3,51 3,39 3,41 1,57 1,33 1,12 0,50°% 0,92 0,97
16-21 5,05/ 5,07/ 14,81/ 14,97 / 43,03/ 43,26 / 85,09/ 85,41/ 29,30/ 29,56 / 34,40/ 34,64/ 16,34 / 15,69 /
0,33 0,47 1,53 1,54 4,19 4,68 5,59 5,65* 2,29 2,01* 0,86 0,70 1 ,OOE"b’c 1 ,70a’b’°
P-valores 0,238 0,664 0,950 0,816 0,239 0,826 0,499 0,470 0,864 0,672 0,952 0,006 0,000 0,001
(B) Leucograma
Km Leucocitos totais (_/mms) Linfocitos (/mn_13) Segmentados(/n_wms) Bastonetes(/mm_a) Basoéfilos (/mr_n3) Eosinéfilos (/mms) Mondcitos (/mms)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
4-5 7372,92/ 7737,50/ 2818,94 / 2785,47 / 3793,84 / 4099,14 / 8,14/ 23,81/ 85,76 / 102,47 / 163,45/ 158,80 / 514,04/ 602,20 /
1759,44 1872,72 941,91 1011,30 1146,63 1386,26 32,82 87,09 56,74 51,52 115,76 110,60 241,27 191 ,70’e
6-7 6936,36 / 6863,64 / 2284,48 / 2494,85 / 3908,42 / 3445,73 / 49,39/ 27,21/ 78,58/ 87,85/ 141,06 / 176,15/ 459,73/ 489,18/
2314,87 1597,03 922,34° 868,28 1998,94 1395,05° 106,20° 81,92 44,11 41,36 98,37 138,29 217,91 222,057
8-10 775714/ 7517,86 / 2753,50 / 2423,32/ 4285,96 / 4332,29 / 26,00/ 38,22/ 91,29/ 102,54 / 114,29 / 109,14/ 481,39/ 509,68 /
2824,68 2215,95 1047,34b 1 184,75’E 2079,81 1387,24ID 98,48 94,52 51,37 47,87 97,742 78,46 207,20 173,79°
16-21 8483,33 / 7066,67 / 2892,83 / 2672,83 / 4827,33 / 3703,17 / 56,50 / 0,00/ 88,50 / 102,83/ 66,83 / 95,33/ 551,33/ 492,50 /
2331,88 2100,16 654,81 b 508,33 2545,95 1903,60 138,40 0,00 50,26 40,10 74,13° 64,76 112,93 117,13
P-valores 0,269 0,225 0,026 0,280 0,597 0,065 0,022 0,307 0,713 0,491 0,043 0,218 0,678 0,020
(B) Plaguetograma
Km Plaquetas (mil/mmj) Plaquetécrito_(%) VPM (fl) _ PDW (%)_
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
4-5 324,94/ 62,80 310,16/ 56,82 0,35/0,10 0,32/ 0,07* 10,68 /1,92 10,17/ 1,50’e 18,06 /1,24 18,08 /1,06
6-7 328,39 /59,85 302,33/ 60,54" 0,34 /0,07 0,32/0,08" 10,52/ 1,51 10,51/1,78 17,98/1,19 17,97 /1,12
8-10 364,89/ 86,27 334,04 / 77,43" 0,38/0,10 0,36/0,11 10,35/1,32 10,41/1,75 17,89/1,02 18,23 /0,92
16-21 321,00/ 65,67 284,29/ 75,56 0,35/0,04 0,31/0,07 10,28 /0,94 10,76 /1,66 18,42/1,29 18,22 /0,86
P-valores 0,372 0,241 0,579 0,218 0,982 0,714 0,901 0,814

Dados numéricos s@o expressos como média / desvio padrao (DP). HGB= hemoglobina; HCT= hematécrito; VCM= volume corpuscular médio; HCM= hemoglobina corpuscular média; CHCM= concentragédo hemoglobinica corpuscular média; RDW= amplitude ou variagéo de distribuicao dos eritrécitos; VPM= volume plaquetario
médio; PDW= amplitude ou variagao de distribuicdo de plaquetas; g/dL= gramas por decilitro; fl= fentolitros; pg= picogramas; g/%= gramas por percentagem. P-valores de eritrécitos, HCT, VCM, RDW antes e depois, HCM antes e leucécitos, plaquetécrito e PDW depois foram gerados por ANOVA enquanto os p-valores dos demais

parametros foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras mintsculas indicam diferengas significativas entre as distancias percorridas detectados pelo teste de Bonferroni (RDW antes e depois) ou de Mann -Whitney (demais variaveis), sendo a= significativo comparado a 4-5 Km; b= significativo comparado a 6-7 Km; c=
significativo comparado & 8-10 Km. O simbolo # indica diferenca significativa em comparagao antes e depois & suplementagéo de 6leo de pequi, detectadas pelo Teste-T para amostras pareadas (eritrécitos, HCT, VCM, RDW) ou pelo teste de Wilcoxon (demais variaveis).
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Apesar das diferengas observadas, todos os valores permaneceram dentro
dos valores de referéncia citados na literatura (RIFAI & RIDKER, 2003; SCHUMANN
& KLAUKE, 2003; MOUGIOS, 2007; FREIRE et al., 2008). Além disso, apesar da
significativa correlacdo positiva entre faixa etaria e distancia percorrida (0,368;
p=0,000) (Tabela 2), nenhuma correlagdo foi encontrada entre os parametros
analisados (sexo, faixa etaria ou distancia percorrida) com os polimorfismos

estudados.

5.2 Resultados das dosagens bioquimicas e do hemograma total por
genotipos de ACTN-3, EPO e EPOR antes e depois a suplementacao com 6leo
de pequi

Todas as amostras de DNA dos voluntarios (100%) foram amplificadas e
genotipadas com sucesso para os polimorfismos nos genes ACTN-3, EPO e EPOR.
Porém, como todos os atletas apresentaram o gendtipo tipo selvagem para EPOR
(rs121918116), somente os resultados dos polimorfismos EPO e ACTN-3 serdo
apresentados.

Os resultados do calculo do tamanho amostral minimo antes e ap6s o pequi
por gendtipos dos polimorfismos de EPO e ACTN-3 sdo mostrados na Tabela 10.
Para os gendtipos mais raros considerou-se um erro aleatério de 0,20, enquanto
para os demais genotipos, foi considerado o erro de 0,10. A suplementacdo com as
capsulas de pequi reduziu a variabilidade das amostras e, consequentemente, 0
tamanho amostral necessério.

Para EPO, diferencas significativas antes do pequi foram observadas entre
os genotipos TT x TG para CHCM (p=0,025), VPM (p=0,006) e PDW (p=0,003),
entre TG x GG (p=0,034) e TT x GG (p=0,006) para VPM, e entre TT x GG para
PDW (p=0,003) (Tabelas 12A e C); enquanto apds o pequi tais diferencas foram
observadas para PCR entre TT x TG (p=0,023) (Tabela 11A) e entre TT x GG para
bastonetes (p=0,018) (Tabela 12B). Para ACTN-3, o genétipo XX apresentou
valores significativamente menores de VCM comparado ao genétipo RX (p=0,023)
antes de pequi, 0 mesmo ocorrendo depois do pequi com HCM em comparacao
com o genotipo RX (p=0,038) (Tabela 13A). O gendtipo XX também apresentou um
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aumento de linfocitos antes (p=0,014) e apoés (p=0,015) o pequi em comparacao
com o genoétipo RX (Tabela 13B).

Tabela 10: Resultados do calculo do tamanho amostral minimo dos dados quantitativos, por

gendétipos dos polimorfismos de EPO e ACTN-3.

Marcadores i Erro maximo )
Genéticos Antes Depois toleravel N final do estudo
EPO

T 33 32 0,10 58

TG 34 16 0,10 54

GG 9 8 0,20 9
ACTN-3
R577X

RR 25 25 0,10 45

RX 37 28 0,10 57

XX 18 13 0,20 21

Nas comparagbes antes-depois, o0 polimorfismo da EPO influenciou
principalmente os resultados do eritrograma, onde as respostas significativas para o
6leo de pequi foram observadas apenas para os gendtipos selvagem (TT) e
heterozigoto (TG) nos valores de eritrécitos (p=0,001), HCT (p=0,001), HCM
(p=0,000) e CHCM (p=0,001), e para os gendtipos TT e TG (p=0,000 para ambos)
nos valores de RDW (Tabela 10A). O polimorfismo ACTN-3 influenciou os valores
de AST e CK, onde os heterozigotos tiveram uma reducao significativa nos valores
de AST (p=0,037), e os homozigotos XX, nos valores de CK (p=0,010) (Tabela 11B).
Também foi observada influéncia deste polimorfismo em alguns parédmetros do
hemograma: houve aumento significativo dos valores de HCM (p=0,000) e CHCM
(p=0,001) apenas para o gendtipo RR (Tabela 13A); enquanto reducdes
significativas foram observadas nos valores de eritrécitos (p=0,017 e 0,070),
HCT(p=0,027 e 0,042), plaquetas (p=0,000 e 0,012) e plaquetécrito (p=0,000 e
0,041) para os gendtipos RR e RX e nos valores de RDW para todos os gendétipos:
RR (p=0,001), RX (p=0,001) e XX (p=0,007) (Tabela 13A e 13 C).
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Tabela 11: Influéncia dos polimorfismos dos genes EPO (SNP rs1617640) e ACTN-3 R577X (SNPs rs1815739) nos valores de CK, AST, ALT, PCR, PCR-us

e teste Tbars antes e depois da suplementacdo com o éleo de pequi em corredores de rua do Distrito Federal.

Marcadores CK (U/L) AST(U/L) ALT (UL) PCR (mg/dL) PCR-us (mg/dL) Toars
Genéticos (nmol/mL de MDA)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
EPO
TT 341,93/ 277,88/ 29,98/ 28,43/ 22,24/ 21,67/ 0,37/ 0,44/ 1,65/ 1,97/ 0,0270/ 0,0272/
436,21 279,02 8,84 8,31 10,59 10,35 0,37 0,36 2,32 2,20 0,008 0,006
TG 243,64/ 193,58 / 29,72/ 27,70/ 23,43/ 21,28/ 0,31/ 0,29/ 1,68/ 1,09/ 0,0267 / 0,0255/
217,99 142,35 8,94 5,77 12,55 7,70 0,30 0,22° 2,31 1,00 0,007 0,007
GG 173,11/ 237,44 / 29,22/ 29,67/ 25,67/ 22,44/ 0,23/ 0,33/ 0,86/ 1,21/ 0,0234 / 0,0265 /
156,98 262,54 9,01 8,89 10,65 8,59 0,17 0,24 0,61 1,94 0,009 0,005
p-valores 0,151 0,157 0,958 0,981 0,431 0,793 0,527 0,069 0,865 0,138 0,415 0,390
ACTN-3
R577X
RR 342,86 / 257,59/ 29,25/ 28,48/ 21,84/ 21,07/ 0,33/ 0,33/ 1,78/ 1,61/ 0,0274 / 0,027/
467,83 204,93 7,52 7,30 9,47 9,48 0,36 0,30 2,56 1,79 0,008 0,008
RX 229,77/ 243,20 / 30,67/ 28,53/ 24,39/ 22,37/ 0,30/ 0,36/ 1,20/ 1,46/ 0,0268 / 0,0261/
210,59 273,07 9,55 7,75 13,31 9,28 0,23 0,25 1,35 1,62 0,007 0,006
XX 317,50/ 178,05/ 28,60/ 26,65/ 21,75/ 20,30/ 0,42/ 0,46 / 2,37/ 1,64/ 0,0247 / 0,0262 /
300,48 112,88* 9,49 5,87 9,66 7,58 0,47 0,42 3,18 2,35 0,007 0,006
p-valores 0,069 0,224 0,546 0,739 0,358 0,337 0,799 0,315 0,975 0,464 0,686 0,751

Dados numéricos sé@o expressos pela média / desvio padrdo (DP). CK= creatina quinase; AST= aspartato aminotransferase; ALT= alanina aminotransferase; PCR= proteina-C reativa C; PCR-us= proteinas-C reativa ultra sensivel; U/L=

unidade por litro; mg/dL= milligramas por decilitro; nmol/mL of MDA= nanomoles de malondialdeido por mililitro de soro. Para o polimorfismo da EPO, os p-valores do teste de Tbars antes e depois foram gerados por ANOVA, enquanto os

demais p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. Para o polimorfismo da ACTN-3, o p-valor do teste Tbars depois foi gerado por ANOVA, enquanto os demais p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras

minusculas indicam diferengas significativas detectadas entre os genétipos, detectadas pelo teste de Wilcoxon, sendo a= significativo comparado ao primeiro genétipo de cada marcador. O simbolo # indica diferenga significativas nas

comparagdes antes e depois a suplementagao com 6leo de pequi, detectadas pelo teste de Wilcoxon (CK e AST).
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Tabela 12: Influéncia do polimorfismo do gene da EPO (SNP rs1617640) no hemograma dos corredores de rua do Distrito Federal antes e depois da
suplementacao com dleo de pequi. (A) Eritrograma; (B) Leucograma; (C) Plaquetograma.

(A) Eritrograma

Eritrécitos

EPO (milhdes/mm?) HGB (g/dL) HCT (%) VCM (fl) HCM (pg) CHCM (g/% ou g/dL) RDW (%)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
T 5,22/ 511/ 14,14/ 14,05/ 44,97 / 44,01/ 86,43/ 86,53/ 29,32/ 29,82/ 33,92/ 34,47 / 14,72/ 14,14/
0,50 0,53 3,20 3,27 3,52 3,62 4,01 3,97 1,56 1,58 0,99 0,64 1,06 0,90
TG 5,27/ 5,22/ 14,65/ 14,60/ 45,20/ 44,74 / 85,88/ 85,88/ 29,49/ 29,66 / 34,34/ 34,53/ 14,94 / 14,28 /
0,52 0,47 2,93 2,94 3,79 3,43 3,32 3,53 1,44 1,38 1,01? 0,69 0,89 1,08*
GG 5,05/ 5,04/ 15,07/ 15,18/ 43,71/ 43,62/ 86,32/ 86,29 / 29,73/ 29,99/ 34,44/ 34,74/ 14,92/ 14,72/
0,45 0,42 1,89 1,96 5,30 5,35 4,85 4,61 2,06 1,90 0,73 0,55 1,30 1,77
p-valores 0,480 0,402 0,482 0,505 0,555 0,501 0,745 0,683 0,522 0,681 0,052 0,552 0,515 0,300
(B) Leucograma
EPO Leucdcitos totais (/m_mj) Linfocitos (/mmj)_ Segmentados (/mm_“) Bastonetes (/mm_j) Basofilos (/mmj_) Eosinofilos (/mmf) Mondcitos (/mmj_)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
T 7036,36 / 7176,36 / 2605,13/ 2501,67 / 3705,64 / 3869,22 / 27,78 / 15,35/ 79,13/ 94,49 / 135,65/ 133,49/ 480,35/ 532,24 /
1878,47 1893,06 956,95 910,80 1426,58 1447,01 82,30 59,21 47,98 49,41 97,43 96,18 240,88 224,86
TG 7737,25/ 7582,35 / 2690,15/ 2722,54 / 4283,83 / 4039,31/ 23,67/ 27,45/ 91,04/ 105,00/ 141,54/ 168,46 / 509,33/ 553,88 /
2512,84 1894,91 961,96 1054,63 2029,62 1398,05 81,29 85,01 52,72 43,97 117,92 131,91* 206,82 171,41
GG 7700,00/ 771111/ 2755,67 / 2616,00 / 4142,00/ 3915,44 / 37,67/ 93,78/ 88,44/ 83,44/ 160,44 / 124,44/ 471,33/ 533,56 /
2673,48 2200,25 1177,41 1251,34 1573,61 1767,96 113,00 164,75° 64,47 51,92 105,58 80,50 186,21 192,84
p-valores 0,521 0,487 0,925 0,578 0,367 0,811 0,842 0,075 0,482 0,314 0,824 0,281 0,418 0,848
(C) Plaquetograma
EPO Plaquetas (milhdes/mm°) . Plaquetdcrito (%) . VPM (fl) . PDW (%) .
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
T 330,88/68,72 315,54/ 63,30;e 0,34 /0,08 0,32/0,07 10,23 /1,41 10,18/1,35 17,67 /0,85 18,00/ 0,82’E
TG 344,63 /73,99 314,17 /67,91% 0,37/0,10 0,33 /0,09 10,65/1,72 10,40/1,86 18,18 /1,22 18,09/1,16
GG 308,11 /39,28 279,00/ 55,13 0,37/0,08 0,32/0,09 12,10 /1,74®° 11,37/1,90 19,43 /1,68° 18,77 /1,41
p-valores 0,267 0,200 0,176 0,988 0,022 0,283 0,006 0,178

Dados numéricos sdo expressos como média / desvio padrao (DP). HGB= hemoglobina; HCT= hematécrito; VCM= volume corpuscular médio; HCM= hemoglobina corpuscular média; CHCM= concentragdo hemoglobinica corpuscular média; RDW= amplitude ou variagdo de distribuicdo

dos eritrécitos; VPM= volume plaquetario médio; PDW= amplitude ou variagdo de distribuicdo de plaquetas; g/dL= gramas por decilitro; fl= fentolitros; pg= picogramas; g/%= gramas por percentagem. Os p-valores de eritrécitos, HCT, VCM, RDW antes e depois, basdfilos antes e

leucdcitos totais, mondcitos e PDW depois foram gerados por ANOVA, enquanto os p-valores dos demais parametros foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras mintisculas indicam diferengas significativas entre os genétipos comparados, detectadas pelo teste de Bonferroni

(eritrécitos, HCT, VCM, RDW antes e depois, basdfilos antes e leucdcitos totais, mondcitos e PDW depois) ou de Mann-Whitney (demais variaveis), sendo a= significativo comparado ao primeiro genétipo, b= significativo comparado ao segundo genétipo. O simbolo # indica diferengas

significativas nas comparagdes antes e depois a suplementagdo com dleo de pequi, detectadas pelo Teste-T para amostras pareadas (eritrécitos, HCT e RDW) ou pelo teste de Wilcoxon (demais variaveis).



70

Tabela 13: Influéncia do polimorfismo R577X (SNPs rs1815739) do gene da ACTN-3 no hemograma dos corredores de rua do Distrito Federal antes e
depois da suplementagédo com éleo de pequi. (A) Eritrograma; (B) Leucograma; (C) Plaquetograma.

(A) Eritrograma

ACTN-3 Eritrdcitos HGB HCT VCM HCM CHCM RDW
(milhdes/mm?) (g/dL) (%) (fl) (pg) (g/% ou g/dL) (%)
Antes  Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
RR 527/ 517/ 14,47 / 14,40 / 4534 44,46 / 86,27 / 86,37 / 29,38 / 29,87 / 34,06 / 34,59 / 14,89 / 14,28 /
0,47 0,46 3,09 3,13 3,75 3,65 4,11 4,01 1,56 1,53 0,98 0,60 1,10 1,31%
RX 513/ 5,07/ 14,19/ 14,14/ 44,49 / 43,91/ 86,85 / 86,73 / 29,72/ 29,93 / 34,22/ 34,52/ 14,71/ 14,17/
0,47 0,48" 3,17 3,22 3,87 3,84% 3,35 3,53 1,35 1,34 1,01 0,70 0,93 0,92
XX 5,41/ 5,34/ 15,01 / 14,97/ 45,43/ 44,98 / 84,23 / 84,56 / 28,78 / 29,07 / 34,14/ 34,36 / 15,03 / 14,39/
0,62 0,58 2,28 2,34 3,63 3,35 3,46° 3,79 1,81 1,73° 1,05 0,66 0,97 0,81*
p-values 0,078 0,113 0,383 0,371 0,456 0,514 0,028 0,968 0,345 0,862 0,319 0,783 0,442 0,716

(B) Leucograma

Leucdcitos totais /mm°) Linfécitos (/mm®)

Segmentados (/mm?)

ACTN-3 Bastonetes (/mm°) Basofilos (/mm?) Eosinéfilos (/mm®) Mondcitos (/mm°)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
RR 7577,27 / 7450,00 / 2695,66 / 2594,68 / 414211/ 4010,39/ 49,37/ 33,21/ 84,89/ 101,80/ 145,05/ 167,09/ 457,64 / 538,91/
2436,72 1950,73 995,97 943,88 2198,34 1617,18 125,71 100,20 54,65 49,83 118,39 137,01 209,32 187,86*e
RX 7074,51/ 7223,53/ 2513,50 / 2486,35 / 3848,46 / 3916,94 / 10,60 / 30,40/ 83,71/ 93,15/ 133,94/ 130,25/ 488,65/ 516,25/
2313,77 1972,98 1024,32 1075,77 1492,42 1401,06 32,10 86,22 50,38 46,24 107,20 100,00 191,50 203,59
XX 7835,00 / 7730,00 / 2933,00/ 2962,60 / 4073,70/ 3897,60 / 19,80/ 4,85/ 89,70/ 104,25/ 145,90 / 154,85/ 580,00/ 616,00/
1517,71 1700,81 695,93b 880,47b 1154,83 1162,98 49,67 21,69 48,58 45,13 80,56 81,59 295,34 200,48
p-valores 0,247 0,401 0,370 0,425 0,755 0,755 0,187 0,919 0,561 0,460 0,609 0,215 0,119 0,161
(C) Plaquetograma
ACTN-3 Plaquetas (milhdes/mm°) Plaquetdcrito (%) VPM (fl) PDW (%)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
RR 342,58 /71,65 308,80/ 70’12; 0,36/0,10 0,32/ 0,10* 10,51 /1,70 10,23/1,65 18,16 /1,24 18,16/1,07
RX 327,35/66,07 309,87 / 61,94" 0,34 /0,07 0,32/0,07" 10,63 /1,60 10,48/1,49 17,98 /1,06 18,04 /0,99
XX 339,25/75,75 325,45/ 62,56 0,38/0,12 0,35/0,09 10,30/1,59 10,30/2,12 17,75/1,31 18,07 /1,09
p-valores 0,272 0,820 0,736 0,359 0,552 0,421 0,695 0,850

Dados numéricos sao expressos como média / desvio padrao (DP). HGB= hemoglobina; HCT= hematécrito; VCM= volume corpuscular médio; HCM= hemoglobina corpuscular média; CHCM= concentragcao hemoglobinica corpuscular média; RDW= amplitude ou

variagao de distribuicdo dos eritrécitos; VPM= volume plaquetario médio; PDW= amplitude ou variacdo de distribuicdo de plaquetas; g/dL= gramas por decilitro; fl= fentolitros; pg= picogramas; g/%= gramas por percentagem. Os p-valores de eritrécitos, HCT,
RDW, Mondcitos antes e depois, VCM antes e PDW depois foram gerados por ANOVA, enquanto os demais p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras mintsculas indicam a diferenga significativa entre os gendétipos comparados, detectadas
pelo teste de Bonferroni (VCM antes) ou de Mann-Whitney (linfécitos antes e depois), sendo b= significativo comparado ao segundo genétipo. O simbolo # indica diferengas significativas em comparagédo ao antes e depois a suplementagdo com dleo de pequi,
detectadas pelo Teste-T para amostras pareadas (eritrécitos, HCT e RDW) ou pelo teste de Wilcoxon (demais variaveis).
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Ambos os polimorfismos genéticos estudados, ACTN-3 e EPO, estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg. A distribuicdo alélica e as frequéncias genotipicas,
bem como os parametros de diversidade genética e dados EHW de teste %2, sdo
apresentados na Tabela 14.

A distribuicdo das frequéncias dos gendtipos de acordo com o sexo (Figura 9)
indicou que o gendtipo RX (ACTN-3) foi mais frequente nas mulheres, enquanto que
os genoétipos TT e TG (EPO) foram os mais frequentes para ambos 0s géneros.
Entretanto, nenhuma diferenca significativa na distribuicdo das frequéncias
genotipicas por sexo foi observada (p=0,544 para ACTN-3 e p=0,389 para EPO).

Frequéncia Genotipica ACTN-3 x Género Frequéncia Genotipica EPO x Género
59,18% 0% 49,86%
44,83% 44.59%
4189
20, 77% mmasculing mmasculino
12,24% m femining 12,25% mfemining

h o

RR RX Lt T TG GG

Gendtipo Gendtipo

Figura 9: Distribuicdo das frequéncias genotipicas dos genes da EPO e da ACTN-3 de acordo com o

género do atleta.
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Tabela 14: Distribuicdo da frequéncia alélica dos genes da EPO e ACTN-3, parametros da diversidade genética, frequéncia genotipica e equilibrio de Hardy-

Weinberg (EHW), dados do teste do xz.

Marcadores Localizacao Frequéncia Heterozigosidade Heterozigosidade- .F.'s - Frequéncia '.“'"!“’:m de '.“"".“’:m de Teste
Genético Cromossé%nica A?élica Observgda (Ho) espergda (He) (c::(;l::;r:'t‘?at;e Genotipos ger?otl'pica ;2:2:,"?;:’0:5 g::)'::,gggz (:‘)’:IE”
T 0.699 T 48.0 59 60.1
EPO T-G 7922.1 G 0.301 0.44 0.42 -0.0396 TG 43.9 54 51.8 0.8300
GG 8.1 10 11.1
R 0.598 RR 36.6 45 43.8
';%;’;;(3 11q13.2 X 0.402 0.46 0.48 0.0406 RX 46.3 57 59.4 0.7092
XX 17.1 21 19.8

P-valores foram gerados usando o programa de estatistica Genepopweb versao 4.0 (http://genepop.curtin.edu.au).
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6. Discussao

Existem varios tipos de estudos experimentais, 0s quais incluem os
randomizados controlados com placebo, os caso-controle, os quasi-experimentais e
0s antes-depois; cada um com suas proprias caracteristicas. Visto que a maioria das
mudancas fisiolégicas e bioquimicas induzidas pelo exercicio ja foram bem
documentadas (JI & LEICHTWEIS, 1997; KARGOTICH et al., 1998; MATTUSCH et
al., 2000; URSO & CLARKSON, 2003; KASAPIS et al., 2005; BRANCACCIO et al.,
2007; CRUZAT et al., 2007; FERREIRA et al., 2007; MOUGIOS, 2007) e nosso
estudo nao teve o objetivo de avaliar tais alteracdes, ele foi projetado para ser um
estudo antes-depois, 0 qual difere de um estudo randomizado controlado com
placebo. Estudos antes-depois ja estdo bem validados na literatura cientifica
(MEADS & DAVENPORT, 2009), e embora possam apresentar algumas limitacées
em comparagcdo com aqueles randomizados controlados com placebo, nés
seguimos todos os passos necessarios para garantir o controle de qualidade e a
validacao do nosso estudo (AMERICAN COLLEGE OF PHYSICIANS, 2002; MEADS
& DAVENPORT, 2009), como discutido a seguir.

O treinamento fisico induz a adaptacdes benéficas; no entanto o exercicio
exaustivo pode aumentar a geracdo de ERO e causar lesdes musculares e em
muitos outros 6rgdos e sistemas corporais responsaveis pela regulagdo e
manutencdo da homeostase, fato este que pode comprometer o desempenho do
atleta e possivelmente levar a sindrome de sobretreinamento (overtraining) (URSO &
CLARKSON, 2003; TRABER, 2006; CRUZAT et al., 2007; FERREIRA et al.; 2007;
RADAK et al., 2007; MIRANDA-VILELA, 2012). Apesar de ser dificil para qualquer
estudo controlar todas as varidveis envolvidas, muitas delas foram controladas neste
estudo: (1) apenas desportistas treinados foram incluidos; (2) embora os atletas
tivessem um grau variavel de intensidade de treino, a quantidade de treinamento
semanal foi semelhante (em numero de dias e horas de treinamento); (3) a distancia
percorrida e o tempo necessario para finalizarem o trajeto foram escolhidos de
acordo com o tipo, intensidade e duracdo do treinamento semanal de cada atleta,
evitando estresse fisico adicional além do que eles ja estavam habituados; (4) os

voluntarios executaram o mesmo percurso e distdncia em ambas as corridas, no
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mesmo intervalo de tempo e sob as mesmas condicbes ambientais; e (5) a Unica
mudanca na rotina dos atletas entre as duas corridas foi a suplementagdo com as
capsulas de 6leo de pequi. Desse modo, as diferencas significativas obtidas neste
estudo ndo foram devidas a diferencas na quantidade e intensidade de treinamento.
Nossos resultados corroboram esta afirmacao, uma vez que nao ultrapassaram o0s
valores de referéncia determinados para fins clinicos (SCHUMANN & KLAUKE 2003;
FREIRE et al., 2008) e muito menos para atletas (MOUGIOUS, 2007). Outros
estudos com tempos de intervencdo inferiores ou iguais ao nosso mostraram
também efeitos fisioldégicos, com mudancas significativas nos marcadores utilizados
(GILL & HARDMAN, 2000; KOLOVOU et al., 2005; PACHECO et al. 2006; BLUM et
al. 2006; LOPEZ et al. 2007).

AST é utilizada para avaliar lesdes celulares nos musculos esqueléticos,
miocardio, eritrécitos, figado, rins e pancreas, enquanto niveis aumentados de ALT
indicam lesGes hepaticas (BANFI et al., 2012), e CK € o marcador bioquimico mais
utilizado na literatura como indicador da ocorréncia de lesdo muscular, sobretudo
apds exercicios extenuantes realizados por individuos sem enfermidades
(BARBOSA et al., 2003; FOSCHINI et al., 2007). Considerando a tendéncia geral de
gueda na média (medida de tendéncia central) dos valores de CK, AST, ALT, RDW
(amplitude ou variacao da distribuicao do tamanho dos eritrocitos, do inglés Red Cell
Distribution Width), plaquetas e plaquetécrito no grupo total e em praticamente todas
as estratificacbes apdés a suplementacdo com as capsulas, nossos resultados
sugerem que o Oleo de pequi foi eficiente em reduzir as lesdes celulares oxidativas
induzidas pelo exercicio. Os resultados obtidos com os calculos do tamanho
amostral corroboram esta sugestao, visto que a suplementacédo com as capsulas de
pequi reduziu a variabilidade da amostra e, consequentemente, o tamanho amostral
necessario. Apesar dos resultados obtidos neste estudo com o teste de Tbars néao
terem apresentado diferencas significativas nas comparagbes antes-depois, um
estudo anterior de Miranda-Vilela et al. (2011a) sugeriu que a dieta com o 6leo de
pequi pode reduzir a peroxidacao lipidica em atletas, e que os resultados foram
influenciados pelos polimorfismos da haptoglobina e da manganés-superdxido
dismutase (MnSOD).

O exercicio aerdbico regular expande os niveis basais do volume do plasma,

e existe uma variabilidade elevada de alteracbes nesse volume em um mesmo
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individuo e entre individuos diferentes em virtude do desempenho fisico
(KARGOTICH et al., 1998). Visto que: (1) os atletas correram a mesma distancia em
ambas as corridas, no mesmo intervalo de tempo e nas mesmas condi¢cdes
ambientais; e (2) cada um dos atletas participou como controle e tratamento, sendo
comparados nos testes estatisticos com eles mesmos; a tendéncia geral de reducéo
na média de eritrocitos, HGB e HCT apéds a suplementacao com as capsulas sugere
que o 6leo de pequi pode ter favorecido um maior aumento na expansao do volume
do plasma.

Numerosos estudos tém avaliado a anemia dilucional em atletas que
participam de provas de resisténcia, uma vez que eles apresentam menor
concentragdo de hemoglobina e de eritrécitos em comparagéo a populagao em geral
devido ao aumento do volume plasmatico, uma das primeiras adaptacoes
fisiolégicas ao exercicio aerdbico regular. Trata-se um mecanismo compensatorio a
perda de volume plasmatico que ocorre a medida que o atleta se exercita
(EICHNER, 1998; MERCER & DENSMORE, 2005). Os resultados com aumento de
HCM (hemoglobina corpuscular média) e CHCM (concentragdo média de
hemoglobina corpuscular) dentro dos valores de referéncia, onde HCM infere o
conteudo hemoglobinico de cada eritrécito, ou seja, o peso da hemoglobina em uma
heméacia média, enquanto CHCM expressa a taxa de peso da hemoglobina em
relacdo a 1 dL de eritrocitos (ZAGO et al., 2004), corroboram a sugestao acima.

Ja é um fato bem conhecido que os parametros do sangue variam de acordo
com o estresse, a duracdo e o tipo de exercicio: podem ocorrer alteracées nos
valores do hemograma durante e apds o exercicio intenso causado por diferencas
no estado de treinamento individual, de fatores ambientais e nutricionais
(URHAUSEN et al.1995; LEANDRO et al. 2002; ROSA & VAISBERG 2002; BHATTI
& SHAIKH 2007; DESGORCES et al. 2008; VATANSEV & CAKMAKCI 2010). Como
a Unica alteracao na rotina dos atletas entre as duas corridas foi a suplementacao
com Oleo de pequi, os resultados das comparacboes antes-depois sugerem que 0
aumento de HCM e CHCM apés o pequi pode ter ocorrido devido a sua acao
protetora nos eritrocitos contra as lesdes oxidativas decorrentes do exercicio. Isto
porque esses indices hematimétricos avaliam indiretamente as caracteristicas dos
eritrécitos quanto ao volume e o conteldo de hemoglobina, sendo calculados a partir
dos resultados obtidos com hemoglobina e eritrécitos (HCM) ou hemoglobina e
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hematocrito (CHCM) (ZAGO et al., 2004). A tendéncia geral de redugdo na média
dos valores de RDW, com retorno aos valores de referéncia ap6és o uso das
capsulas corrobora esta sugestao, visto que este indice hematimétrico avalia o grau
de anisocitose na populacdo de hemacias (ZAGO et al.,, 2004) e exercicios
exaustivos podem comprometer nossa capacidade de detoxificar ERO dentro das
células sanguineas, sendo os eritrécitos mais vulneraveis aos danos oxidativos
(PETIBOIS & DELERIS, 2005; SUREDA et al., 2005).

Uma vez que o aumento dos danos oxidativos relacionados ao
envelhecimento tém sido bem documentado, que musculos envelhecidos exibem
uma capacidade de adaptacdo antioxidante inferior aos musculos jovens e que
exercicios fisicos extenuantes aumentam a geragdo de ERO (LEEUWENBURGH et
al., 1994; BEJMA et al., 2000; SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004; CRUZAT et al.,
2007; FERREIRA et al., 2007; JUDGE & LEEUWENBURGH, 2007; RADAK et al.,
2007; CHEN et al., 2008), nossos resultados com CK e AST também sugerem que
as capsulas de pequi forneceram protecao principalmente para grupos mais jovens
e para a distancia percorrida de 6-7 Km. Isto pode indicar que corridas de longas
distancias podem ser prejudiciais, principalmente para atletas mais velhos, devido ao
aumento do estresse oxidativo acima da capacidade de adaptacdo do organismo,
mesmo com o0 uso de suplementos antioxidantes.

Nossos resultados também mostraram uma correlagdo positiva entre faixa
etaria e distancia percorrida, onde as distancias maiores foram percorridas por
atletas adultos jovens e de meia idade, com participacdo de apenas uma mulher na
distancia de 16-21 Km. Esta diferenca entre homens e mulheres pode ser explicada
pelas diferencas de antropometria e fisiologia: os homens tém maior massa
muscular do que as mulheres, além de coracdes maiores, tendo, portanto, um maior
débito cardiaco (EICHENBERGER et al.,, 2012). Tais diferengcas também servem
para explicar pelo menos parcialmente as diferencas entre os sexos, observadas
nos resultados das dosagens bioquimicas e do eritrograma para 0S mesmos
parametros descritos na literatura com valores de referéncia diferentes para os
géneros feminino e masculino (RIFAlI & RIDKER, 2003; SCHUMANN & KLAUKE,
2003; MOUGIOS, 2007; FREIRE et al., 2008). Entretanto, o desempenho no esporte
de resisténcia é um fenotipo multifatorial, influenciado por muitos fatores, incluindo

aspectos fisiol6gicos, biometabdlicos, fisicos, biomecanicos, comportamentais,
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psicoldgicos, sociais e genéticas (BOUCHARD et al., 1997; RANKINEN et al., 2000;
OSTRANDER et al., 2009). Assim, mediante o previamente discutido e visto que,
apesar as diferengas significativas entre os sexos, faixas etarias e distancias
percorridas, nenhuma correlagdo foi encontrada entre esses parametros e o0s
polimorfismos analisados, é mais provavel que as diferencas significativas
apresentadas neste estudo estejam relacionadas com a intervencdo dietética
afetando genes/alelos e com fatores genéticos afetando as respostas a esta
suplementacao.

Muitos genes envolvidos no metabolismo dos &cidos graxos sao regulados
por um dos trés membros da familia de receptores nucleares ativados por
proliferadores de peroxissoma (PPARs), os quais regulam a homeostase da glicose,
o metabolismo de lipideos e a inflamagao. Uma descoberta recente indicou que os
acidos oleico, palmitico e linoleico, presentes no 6leo de pequi, sao ligantes de
PPARs (revisado por KAPUT et al., 2004). Sensores lipidicos geralmente
heterodimerizam com o receptor X retindide (RXR), cujo ligando é derivado de uma
outra substancia quimica alimentar, o retinol (vitamina A), que também se liga
diretamente aos receptores nucleares e influencia a expressao de genes (KAPUT et
al., 2004). Assim, visto que o éleo de pequi também apresenta varios carotendides
com atividade pro-vitamina A, é plausivel sugerir que a suplementacdo com as
capsulas de pequi pode ter influenciado a expressdo dos genes estudados,
corroborando a sugestdo acima.

A performance fisica € um estado fisioldégico altamente dependente de
diferentes e complexos fatores (CRUZ, 2006). Existem evidéncias que os fatores
genéticos influenciam nos diversos fenétipos relacionados ao desempenho atlético.
As variantes génicas herdadas, conhecidas como polimorfismos, sao importantes
devido a forma como alteram a fisiologia humana normal para melhorar o
desempenho fisico atlético (OSTRANDER et al., 2009). Contudo, acredita-se que
nutrientes presentes na alimentagcdo sejam capazes de interagir com 0 Nosso
genoma e alterar a expressao génica como ocorre com 0s agentes antioxidantes
que agem compensando o desequilibrio bioquimico provocado pelo aumento de
ERO durante o esforco fisico (SCHRODER et al., 2000; KAPUT & RODRIGUEZ,
2004; PLUNKETT et al., 2010; WATSON et al., 2010).
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Muitos genes candidatos tém sido propostos para explicar diferencas
fenotipicas individuais no treinamento de resisténcia, particularmente aqueles
envolvidos no metabolismo energético e fungdo cardiovascular (GOMEZ-GALLEGO
et al., 2009; SCHOENFELDER, 2010); a eficiéncia muscular tem sido menos
estudada na literatura cientifica e € um fator critico que determina a performance de
resisténcia (GOMEZ-GALLEGO et al., 2009). Nesse contexto, embora do perfil
cardiorrespiratério nao tenha sido estudado em nosso trabalho por métodos
convencionais (VOamax, VO2R, FCrax, FCreserva € LT, entre muitos outros), o perfil dos
atletas quanto a performance muscular foi verificado aqui através de parametros
bioquimicos e estd em conformidade com relatos anteriores (MIRANDA-VILELA et
al., 2009; AKIMOTO et al., 2009). Além disso, uma vez que a capacidade aerdbica é
diretamente dependente do transporte de oxigénio pela molécula de hemoglobina, e
o nivel de eritrécitos € rigidamente controlado de acordo com a demanda de
oxigénio (ELLIOT, 2008), as avaliacbes do eritrograma podem ser um bom
parametro para ajudar a estimar a aptidao cardiorrespiratoria, visto que a demanda
de oxigénio desempenha um papel critico no desempenho atlético (ELLIOT, 2008).

Uma vez que ndo houve correlacdo entre os géneros, faixas etarias e
distancias percorridas com os polimorfismos da EPO e ACTN-3, nossos dados
sugerem uma influéncia significante do polimorfismo da EPO nos resultados do
eritrograma e do plaquetograma. Também sugerem uma vantagem aerébica para o
genodtipo TG, que apresentou aumento significativo nos valores de CHCM em
relacdo ao gendtipo TT antes do pequi, o que indica um maior aporte de oxigénio,
visto que esse indice hematimétrico indica a concentragdo média de hemoglobina no
interior das células vermelhas (em relacéo a 1 dL de eritrécitos) (MIRANDA-VILELA
et al., 2010).

Embora o genétipo TT tenha sido associado com aumento da concentracao
de eritropoetina no corpo vitreo e complicacées no diabetes, incluindo retinopatia
diabética proliferativa e doenca diabética renal em estagio final (TONG et al., 2008)
o alelo T é designado como alelo ancestral no site do NCBI (2012), o que significa
que ele € o alelo normal. Assim, o alelo variante G estaria associado com uma
menor expressdao de EPO e os nossos resultados ndo estdo completamente de
acordo com esta premissa. Entretanto, a eritropoetina € o principal hormonio

regulador enddgeno da eritropoiese, o qual promove a diferenciacao dos eritrécitos e
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inicia a sintese de hemoglobina. Essa expressao promove protecao contra apoptose
de eritrdcitos progenitores e € aumentada no figado e nos rins em estado de hipoxia
(SEMENZA et al., 1991; BENTO et al., 2003; OMIM, 2012). Como nosso estudo foi
conduzido com atletas e ndo com pacientes diabéticos, os resultados do eritrograma
sugerem que a presenca do alelo G nos heterozigotos poderia favorecer uma melhor
resposta ao processo de isquemia/perfusdo que pode ocorrer nesses 6rgaos devido
ao processo ciclico de contracao-relaxamento estabelecido durante a corrida
(MIRANDA-VILELA, 2012).

O RDW é o indice mais frequentemente reportado para medir a variagdo nas
dimensdes dos eritrdcitos, ou seja, o grau de anisocitose em um volume de células
dentro da populacao de eritrécitos (ZAGO et al., 2004). Como os eritrécitos tendem a
sofrer danos oxidativos induzidos pelo exercicio (SUREDA et al., 2005), estresse
mecanico, alteracdes citosélicas e de pH extracelular (PETIBOIS & DELERIS, 2005)
a reducao significativa nos valores de RDW para os genétipos TT e TG, e a reducao
nao significativa para o genétipo GG sugerem que o 6leo de pequi apresentou
efeitos antioxidantes protetores para os eritrocitos.

Adicionalmente, mediante nossos resultados e dado o fato que hemélise pode
também ocorrer como resultado de trauma mecanico nos capilares dos pés dos
atletas (CARLSON & MAWADSLEY, 1986) ou ruptura mecéanica de eritrécitos por
eventos osméticos e/ou oxidativos (BONILLA et al., 2005), é mais provavel que a
baixa frequéncia do genétipo GG encontrada em nosso estudo esteja relacionada a
possiveis complicagdes vasculares devido a ativacdo plaquetaria. Isto por que o
parametro VPM € um indicador da ativacao plaquetaria (MIRANDA-VILELA et al.,
2011a) e este gendtipo apresentou valores de VPM significativamente maiores que
os genotipos TT e TG, além de mostrar valores de PDW também significativamente
aumentados em relacdo ao gendtipo TT. Como PDW é um indicador da variacéo do
tamanho de plaquetas, o qual tem sido relatado como um sinal ativador da liberagéao
de plaquetas e como um marcador especifico de ativacdo plaquetaria, estando
aumentado em eventos vaso-oclusivos (VAGDATLI et al., 2010; KARAGOZ, et al.,
2009), nossos resultados do eritrograma e plaquetograma sugerem uma associagcao
maior do alelo G (e ndo do alelo T) com possiveis eventos associados a
complicagdes microvasculares em atletas de resisténcia. Visto que alguns nutrientes

presentes nos alimentos podem interagir com o genoma humano de forma a
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influenciar a saude e a doenca, e a variabilidade genética pode influenciar a
resposta a dieta (BURDGE et al., 2012), nossos resultados também sugerem que o
6leo de pequi poderia reduzir este risco, ja que as diferencas significativas entre os
genotipos desapareceu apds a suplementacdo com as capsulas.

Diversos trabalhos com o gene da EPO (rs 1617640) tém associado esse
marcador genético a disfungdes do sistema hematopoiético, através de estudos do
tipo caso-controle. Os resultados indicam diversas correlacbes entre alteracoes
patolégicas com esse SNP, tais como: alteracdes microvasculares diabética, como a
retinopatia diabética proliferativa e a doenca renal estagio final, sindromes
mielodisplasicas e mieloproliferativa (TONG et al., 2008; MA et al., 2010; POPQV et
al., 2010; SZKANDERA et al., 2012). No entanto nao foi encontrado na literatura
dados relacionando esse SNP a performance atlética, o que sugere que nosso
estudo é pioneiro nessa area.

A variacdo da expressao genética entre alelos como ocorre no gene da EPO
€ comum e hereditaria e pode contribuir para a variabilidade humana, tal como a
suscetibilidade a doenca e a resisténcia a farmacos. Segundo Hoogendoorn et al.
(2003), quase um terco das variantes da regido promotora pode alterar a expressao
génica e resultar em variagcao fenotipica. Os efeitos dos diferentes alelos (T vs G) do
SNP rs1617640 da regido promotora EPO sobre a sua expressado sao consistentes
com esta ideia (HOOGENDOORN et al., 2003).

O coeficiente de endocruzamento (FIS) é um indicador de endogamia dentro
de cada sub-populacdo pela comparacdao de Hs (heterozigose média esperada
dentro das sub-populacées) e Ho (heterozogose observada dentro das
subpopulacdes) (CARVALHO, 2011). Ou seja, o FIS avalia, em média, a deficiéncia
de heterozigoto dentro das sub-populagdes. O aumento do valor de FIS se traduz na
reducao da frequéncia de heterozigotos numa populacéo, fato que nao foi observado
para ambos os marcadores: ACTN-3 e EPO.

Um estudo realizado pelo grupo de Yang (2003), em uma coorte internacional
de 429 atletas, dividida em 14 categorias de esporte e 436 controles nao
relacionados, concluiu que cada um dos alelos, R e X da ACTN-3, transmite ao seu
hospedeiro uma determinada vantagem para a atividade fisica desenvolvida.
Embora o alelo R pareca aumentar capacidade em corridas de curta distancia, o
alelo X aumenta desempenho do individuo em atividades que exigem alto nivel de
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resisténcia. Uma vez que a maioria dos seres humanos requer uma combinacao das
duas habilidades, Goel e Mittal (2005) sugeriram que seriamos selecionados para
possuirmos uma copia de cada alelo. Essa alegacao justificaria a maior frequéncia
de heterozigotos encontrados neste estudo que foi de 46,6%.

Segundo dados de Mills et al. (2001), constatou-se que as mutacdes no gene
da ACTN-3 sao prevalentes entre o0s principais grupos humanos: asiaticos,
americanos, australianos, africanos e europeus. O alelo X foi mais frequente na
Eurasia (0,51) e menos na Africa (0,16), o que indica ser o menos frequente quando
comparada a de todas as outras populagées analisadas (MILLS et al., 2001). Em
nossos resultados com uma amostra de corredores de rua do DF, o alelo R foi mais
frequente que o alelo X (0,598 e 0,402, respectivamente).

Ainda de acordo com dados de Mills et al.(2001), onde foram estudadas 485
amostras de DNA para o gene da ACTN-3 (Tabela 15), observa-se que a nossa
amostra de corredores de rua do DF apresentou frequéncia alélica e genotipica
semelhante aquelas da populacdo de europeus brancos, o que poderia ser
justificado pela miscigenacdo com influéncia da populagdao europeia na populagao
brasileira. Sabe-se, entretanto, que a proteina ACTN-3 esta ausente em 18% dos
individuos brancos em todo mundo, conforme dados de Yang et al. (2003).

Tabela 15: Frequéncias dos genotipos e alelos da ACTN-3 em diferentes populagdes no mundo, de
acordo com MILLS et al. (2001) comparadas com as frequéncias dos 123 corredores de rua do

Distrito Federal*.

Frequéncia de gendétipos

Grupo étnico’ RR RX XX  lion 5T
Asiaticos 0,25 0,5 0,25 0,5
Javaneses 0,17 0,58 0,25 0,54
Europeus Brancos 0,36 0,44 0,2 0,42
Hispéanicos 0,34 0,5 0,16 0,41
Aborigenes australianos 0,52 0,38 0,1 0,29
Americanos-africanos 0,6 0,27 0,13 0,27
Africanos Bantu 0,81 0,18 0,01 0,1
Indianos do Norte 0,22 0,61 0,17 0,48
Corredores do Distrito 0,366 0,466 0.171 0,402

Federal*
*Presente estudo
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Embora o alelo R esteja associado a melhora do desempenho em provas que
demandam esforgos repetitivos, como corridas de curta distancia, e o genoétipo XX
as atividades de resisténcia (NORTH et al., 1999; DIAS et al., 2007; EYNON et al.,
2009), nosso estudo nao encontrou associacdo com este Ultimo gendtipo,
corroborando o estudo de MORAN e colaboradores (2007). Talvez esse resultado
possa ser explicado pelo perfil dos musculos esqueléticos dos atletas envolvidos em
esportes de resisténcia, os quais sao caracterizados por uma alta propor¢dao de
fibras do tipo | (de contracdo lenta), bem como por altos niveis de atividade
enzimatica de marcadores de metabolismo oxidativo aerébico (ZHOU et al., 2006),
enquanto o gene ACTN-3 codifica a a-actinina-3, proteina estrutural das fibras
musculares da linha Z sarcomérica do tipo Il (contracao rapida), relacionadas a
explosao e forca muscular, com predominancia no metabolismo energético do tipo
anaerdbico (DIAS et al., 2007; YANG et al., 2007; MASSIDA et al., 2009).

No musculo esquelético, existem duas isoformas intimamente relacionadas de
a-actininas, ACTN-2 e ACTN-3, as quais sdo os principais componentes estruturais
das linhas Z sarcoméricas que se ligam aos filamentos finos contendo actina,
mantendo a relacéo espacial entre os miofilamentos (NORTH et al., 1999). Uma vez
que o gene da ACTN-3 é expresso apenas nas fibras musculares do tipo Il e o gene
ACTN-2, que expressa a a-actinina-2, é expresso em todas as fibras do musculo
esquelético, os dados da literatura reportando elevada frequéncia do genotipo
577XX, associado a deficiéncia completa da proteina a-actinina-3 e auséncia de um
fenétipo patolégico, sugerem que a proteina a-actinina-3 pode ser funcionalmente
redundante em seres humanos (NORTH et al.,, 1999). Além disso, a elevada
proporcdo de fibras do tipo | em atletas de resisténcia que expressam ACTN-2,
adicionada a uma menor proporcao de fibras do tipo Il que expressam a mesma
proteina, poderia compensar a deficiéncia de ACTN-3 em fibras do tipo Il de
individuos portadores do genétipo 577XX. Todos estes aspectos poderiam explicar o
porqué dos nossos achados nao terem encontrado diferencgas significativas entre os
gendtipos da ACTN-3 e os parametros bioquimicos analisados neste estudo.
Igualmente, eles indicam também que ACTN-3 ndo pode ser considerado um gene
candidato adequado para avaliar o desempenho atlético, pelo menos em esportes
de resisténcia. Por outro lado, o0 dano muscular pode comprometer o desempenho e
as proteinas citosélicas CK e AST estdo aumentadas na circulagao apés o exercicio,
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o que infere lesdo celular e, assim, podem ser utilizadas como marcadores de dano
induzido pelo exercicio (MIRANDA-VILELA et al., 2012). Desta forma, as respostas
significativas para o genétipo XX do gene da ACTN-3, nos resultados de CK, e para
o gendtipo RX, nos resultados de AST ap6s a suplementacdo com o éleo de pequi,
enfatizam a importancia de estudos sobre os efeitos da nutrigenémica no

desempenho do atleta.
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7. CONCLUSOES

Em resumo e atendendo as expectativas propostas nos objetivos deste este

trabalho, verificamos que:

a_

b-

Todos os atletas participantes desta pesquisa apresentaram o gendtipo
selvagem para gene da EPOR.

Os resultados obtidos no teste de EHW indicaram que, para os polimorfismos
estudados nos genes da EPO e ACTN-3, a distribuicdo observada ajustou-se a
distribuicdo esperada. Para o polimorfismo da ACTN-3 (SNPs rs1815739), os
resultados das frequéncias genotipicas e alélicas apresentaram padrao de
distribuicdo semelhante ao da populacdo controle europeia branca, conforme
dados presentes na literatura, indicando uma maior influéncia europeia para este
polimorfismo em nossa amostra de atletas. Para o gene da EPO (SNPs
rs1617640), ndao foram encontrados, até o momento, dados na literatura
relacionando esse polimorfismos a performance atlética, o que indica que nosso
trabalho € precursor nesse sentido.

Observou-se que embora muitos desses parametros examinados
apresentassem diferencas significativas entre os sexos, faixa etaria e distancia
percorrida, nenhuma correlacdo entre esses parametros e os polimorfismos
analisados foi encontrada.

Quanto as alteragdes nos parametros do hemograma, marcadores bioquimicos e
peroxidacao lipidica (teste de Tbars), de acordo com os sexos, faixa etaria e
distancia percorrida de cada atleta, verificou-se que:

e As diferencas entre os sexos nos resultados das dosagens bioquimicas e
do eritrograma foram compativeis com os valores de referéncia descritos
na literatura como apresentando diferengas entre os géneros feminino e
masculino.

e Os resultados das dosagens bioquimicas de CK e AST sugeriram que a
suplementacdo com as capsulas de pequi desempenhou um efeito
protetor principalmente para grupos mais jovens e para a distancia
percorrida de 6-7 Km.
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e- Quanto as alteragdes nos parametros do hemograma, marcadores bioquimicos e

peroxidacao lipidica (teste de Tbars), de acordo com o polimorfismo de cada

atleta, verificou-se que:

Antes do pequi, o polimorfismo da EPO influenciou os resultados do
eritrograma e plaguetograma, sugerindo uma vantagem aerobica para o
genodtipo TG e uma desvantagem para o gendétipo GG com respeito aos
possiveis eventos relacionados a complicacbes microvasculares,
enquanto nao foi encontrada associagdo entre o polimorfismo R577X do
gene da ACTN-3 e o desempenho de resisténcia.

Ambos os polimorfismos influenciaram a resposta dos corredores ao 6leo
de pequi, sendo que foram observadas respostas significativas para o
gendtipo TT do gene da EPO, para os valores dos eritrécitos, hematdcrito,
HCM e CHCM, e para o TG nos valores de RDW. Diferencgas significativas
foram igualmente observadas no plaguetograma, mas somente para os
gendtipos TT e TG.

O polimorfismo da ACTN-3 influenciou principalmente os valores de AST
e CK, onde os heterozigotos RX tiveram uma reducao significativa nos
valores de AST, e os homozigotos XX, nos valores de CK ap6s a
suplementacdo o 6leo de pequi, enfatizando a importancia de estudos
sobre os efeitos da nutrigendmica no desempenho do atleta.
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