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Resumo

Humanos tém uma capacidade incrivel de correr longas distancias. Esta capacidade é levada ao
extremo nos esportes, em provas como a maratona, onde atletas correm 42,195 km em pouco
mais de duas horas. Desde a década de 1960, atletas do Leste da Africa, principalmente do
Quénia e da Etiopia, ttm dominado tais competicdes. Estudos demograficos, em cada um desses
paises, mostram que duas etnias sao super-representadas entre os corredores de longa distancia
de elite: os Kalenjin, no Quénia, e os Oromo, na Etiopia. Embora tanto fatores bioldgicos como
culturais devam ter parte nesse sucesso, nenhuma explicagéo simples foi obtida ao se olhar para
a histéria de vida ou loci classicamente associados a corrida de longa distancia. O objetivo deste
estudo €, ao investigar as possiveis bases genéticas dessa super-representacao, contribuir para
um melhor entendimento dos processos moleculares e fisiologicos, que, em Ultima instancia,
resultam em sucesso na corrida de longa distancia. Para tanto, comegamos por hipotetizar que
maultiplos loci devem predispor individuos das etnias Kalenjin e Oromo a serem a super-
representados entre atletas de elite de provas de corrida de longa distancia, e que esses loci
devem ser altamente diferenciados em tais populacbes para explicar o nivel de dominéancia
observado. Dessa forma, procuramos os picos genémicos de diferenciacdo genética nessas duas
etnias, utilizando dados publicos de frequéncia alélica de 1.152.000 polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs, em inglés) para compara-las com outras populacdes, através da
Estatistica de Ramo Populacional (PBS, em inglés). Uma vez detectados os picos de
diferenciacdo, submetemos as listas completas genes a eles associados a analise de conjuntos
de genes, a fim de verificar o enriquecimento de genes relacionados a processos bioldgicos e
fenotipos que possam estar associados a corrida de longa distancia. Além disso, investigamos
na literatura a funcdo molecular dos genes mais diferenciados dentro dessas listas obtidas, para
averiguar a existéncia de alguma relacdo com a corrida de longa distancia. Nossos resultados
revelam o enriquecimento de genes relacionados a muitas caracteristicas que afetam o
desempenho na corrida de longa distancia, como tracos antropométricos, funcdo pulmonar,
desenvolvimento e homeostase do sistema circulatorio, metabolismo energético e homeostase
do ion célcio. Além disso, foram recuperados genes que participam das mesmas vias
metabolicas que loci ja associados a corrida de longa distancia. Esses resultados, alem de
apontar genes candidatos a serem investigados em futuros estudos, reforcam a nogéo da corrida

de resisténcia como uma atividade complexa e sistémica.

Palavras-chave: Corrida de resisténcia, Genética do Esporte, Quénia, Etidpia.
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Introduc¢ao Geral

A capacidade de correr longas distancias (acima de 5km) é uma caracteristica marcante
dos seres humanos, sendo Unica entre primatas, e surpreendente mesmo quando comparada com
a de outros mamiferos cursoriais [1, 2]. Isso se deve a uma série de adaptacGes associadas a
dissipacédo de calor, estabilizacdo do corpo, conservacdo de energia, capacidade respiratoria,
entre outras, que, ao que tudo indica, surgiram no género Homo e estdo intimamente ligadas a
evolucdo de nossa espécie [1-3]. Existem duas hipdteses principais, ndo mutuamente
excludentes, para explicar por que tal incrivel capacidade pode ter sido selecionada. A primeira
delas deriva da provavel estratégia de forrageamento carniceira de hominideos ancestrais, na
qual a capacidade de correr, ou pelo menos deslocar-se no ambiente, por longas distancias
permitiria chegar mais rapidamente a carcagas, antes de outros animais, como hienas ou chacais,
especialmente nas horas mais quentes do dia, quando esses carnivoros estariam abrigados do
calor [2-4]. A segunda hipotese se relaciona a caca de persisténcia, na qual, em climas quentes,
0 cacador perseguiria sua presa mantendo-a em movimento por um longo periodo, até que ela
colapsasse devido a hipertermia, permitindo o abate a curta distancia, algo fundamental antes
da invencdo de armas de médio/longo alcance, como arcos e lancas de arremesso [1-4]. Tal
técnica ja foi registrada inclusive em algumas populacdes humanas atuais da Africa, América
do Norte e Australia [4]. Essas estratégias teriam permitido aos primeiros humanos enriquecer
sua dieta em proteinas e gorduras, tornando possivel a manutencdo de um cérebro maior e mais

energeticamente custoso [5, 6].

Para o humano moderno, com todo seu aparato tecnoldgico, parece haver pouca
vantagem adaptativa na corrida de resisténcia. A caca de persisténcia, por exemplo, embora
ainda praticada, é rara mesmo entre tribos de cagadores-coletores, devido ao advento de
estratégias energeticamente menos custosas, como a caga com armadilhas, com arco e flecha
ou com auxilio de cées, por exemplo [7, 8]. Apesar disso, ainda existe um espaco claramente
dedicado a celebrar essa incrivel capacidade: os esportes. Nas provas de resisténcia do
atletismo, atletas atingem feitos impressionantes, tais como percorrer 42,195 km em pouco mais
de duas horas, no caso de maratonas. Tal percurso é praticado desde as Olimpiadas de 1896 [9],
inspirado na histéria de Fidipides, que, em 490 a.C., teria corrido da cidade de Maratona até
Atenas para avisar da vitoria dos gregos sobre os persas, morrendo logo em seguida [9, 10].
Desde os anos 1960, tais provas tém sido dominadas por atletas do Leste da Africa,
principalmente do Quénia e da Etidpia [11]. Dos 50 atletas com melhores tempos de maratona



da historia, na categoria masculina, 49 sdo do Quénia ou da Etidpia (20 quenianos e 29 etiopes).
Ja na categoria feminina, das 50 atletas com melhores tempos, 39 sdo do Quénia ou da Etidpia
(17 quenianas e 22 etiopes), como listado pela Associacdo Internacional de Federacbes de
Atletismo em 29 de junho 2019. Parece haver ndo apenas um fator de nacionalidade associado
a esse sucesso, mas também um componente étnico. Estudos mostram que entre os corredores
de resisténcia de elite desses paises existe uma super-representacdo das etnias Kalenjin, no
Quénia, e Oromo, na Etidpia, que € tanto maior quanto mais longa é a distancia da prova
considerada [11, 12]. Tal prevaléncia étnica parece indicar que nao apenas fatores ambientais,

mas também genéticos estdo associados a esse sucesso.

De acordo com ultimo censo nacional do Quénia, de 2009, os Kalenjin representavam
cerca de 13% da populacdo, sendo a terceira etnia em nimero no pais, atras dos Kikuyu (17%)
e dos Luhya (14%) [13]. Os Kalenjin diferem de forma crucial dessas outras duas populagdes,
de origem banta, por falarem o idioma Kalenjin, de origem nildtica [11], com as linguas oficiais
do Quénia sendo o Inglés e o banto Swahili [14]. Quanto a ancestralidade genética, o
componente Sub-Sahariano predominante nos Kalenjin é o Nilético, embora também possuam
uma parcela consideravel de ascendéncia Banta e Cushitica, além de um pequeno percentual de
ancestralidade Eurasiatica [15, 16]. Ja a etnia Oromo, segundo censo de 2007, é a mais
numerosa na Etiopia, contando com cerca de 34% da populacéo, seguida pelas etnias Amhara
(27%) e Somali (6%) [17]. Os Oromo sdo falantes da lingua de mesmo nome, de origem
Cushitica, enquanto o idioma oficial da Etiopia é o Amharico, de origem Semitica [12]. Tanto
Oromo quanto Amhara possuem ancestralidade Sub-Sahariana Cushitica, e ambas também

apresentam uma grande fracdo de ancestralidade Eurasiatica [15, 16].

Apesar de tanto fatores bioldgicos como culturais poderem ter um papel em explicar o
sucesso dessas etnias na corrida de longa distancia, nenhuma explicacdo simples surgiu ao se
olhar para sua historia de vida ou a loci classicamente associados a performance atlética [18,
19]. Scott et al. [20] investigaram a prevaléncia do alelo | do gene da enzima conversora de
angiotensina (ACE), associado a corrida de resisténcia em populagGes Eurasiaticas, nos
maratonistas de elite do Quénia, em relacéo a populacédo geral do pais, mas nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi encontrada. Ja Yang et al. [21] buscaram o0 mesmo tipo de
associacao para outro polimorfismo ligado a corrida de resisténcia, 0 R577X do gene da alfa-
actinina 3 (ACTN3), desta vez usando amostras de corredores e controles tanto do Quénia
quanto da Etiopia, mas também houve diferengas geneticas significativas entre 0s grupos.

Partidarios da ideia que apenas fatores ambientais implicam no sucesso na corrida de resisténcia



poderiam argumentar que esses resultados indicam que o componente genético € menos
importante nessa questdo. Por exemplo, tanto no Quénia quanto na Etiopia também existe uma
super-representacdo de individuos que relataram irem correndo para a escola [11, 12]. Além
disso, ambas as popula¢des vivem em altitudes moderadas e tém um forte incentivo de ascensédo

socioecondmica relacionado ao sucesso no esporte [18].

Entretanto, como bem apontado por Tucker et al. [19], dois pontos precisam ser levados
em consideracdo. O primeiro é que nenhum dos fatores ambientais apontados como causas do
sucesso na corrida de resisténcia é exclusivo do Leste da Africa. Pobreza, altitude e/ou
motivacdo socioecondmica favoravel existem em muitos paises e grupos populacionais que
nunca produziram atletas de elite nessa categoria, muito menos nessa propor¢do. O segundo
ponto é que, considerando a complexidade do fendtipo em questdo, é pouco provavel que
apenas uma variante, ao inves de uma interagdo entre varios genes e processos fisiologicos, seja
capaz de explicar tal diferenca no sucesso na corrida. Como argumentado por Tucker et al. [19],
0 sucesso na corrida de longa distancia deve ser encarado como um fenémeno populacional, ou
seja, as etnias em questdo teriam frequéncias elevadas de diversos alelos, de efeito pequeno,
favoréveis a corrida, permitindo o surgimento de muitos individuos com genotipos favoraveis
em diversos loci ao longo do genoma. Dessa forma, ndo apenas estudos olhando para uma Gnica
variante, mas também estudos intrapopulacionais, comparando corredores (casos) e ndo
corredores (controles) da mesma etnia terdo um poder estatistico muito pequeno, pois as
frequéncias alélicas muito provavelmente sdo semelhantes entre os grupos. Isso é reforcado
pelos proprios resultados de Scott et al. [20] e Yang et al. [21], j& que em ambos 0s casos 0s
autores encontraram o alelo favoravel em elevada frequéncia mesmo entre os controles. Além
disso, sd0 comuns os casos de atletas do Leste da Africa que atingiram a elite pouco tempo
depois de comecar a treinar. Ou seja, um estudo poderia classificar o mesmo individuo como
caso ou como controle, com alguns anos de diferenca. Assim, é possivel que muitos nao
corredores, tanto Kalenjin como Oromo, caso submetidos a treinamento, atingissem niveis
consideraveis de sucesso no esporte. Assim, a maior diferenca ndo seria observada quando
comparassemos corredores com ndo corredores dessas etnias, mas sim quando comparassemaos
corredores Kalenjin e Oromo com corredores do resto do mundo [19]. Portanto, novas hipdteses
sobre o papel de fatores genéticos associados ao sucesso na corrida de resisténcia poderiam se
beneficiar de comparagdes populacionais em nivel gendémico que investigassem as diferencgas

entre essas etnias e as demais.



Considerando a super-representacdo das etnias Kalenjin e Oromo na elite mundial de
corredores de maratona, esse projeto tem por objetivo testar se as regides gendémicas com maior
diferenciacdo genética em uma amostra da populacdo geral de Kalenjin e Oromo - quando
comparadas a etnias relacionadas e que ndo parecem ter tanto sucesso esportivo em provas de
longa distdncia - podem ser associados a processos biolégicos ou fenétipos relacionados a
corrida de resisténcia. Em caso afirmativo, isso permitira propor novos genes ligados a corrida
de resisténcia, assim como processos que podem ser importantes para esse tipo de atividade. A
producdo de tal conhecimento podera contribuir de forma significativa para areas como genética
do esporte, fisiologia do exercicio, evolucdo humana e até mesmo para a area médica, no

entendimento de doencas relacionadas & mobilidade ou a resposta ao exercicio [22].

Hipoteses de Trabalho e Objetivos

Hipoteses de Trabalho

1) Existem fatores genéticos que predispdem individuos das etnias Kalenjin e Oromo a
estarem super-representados no grupo de atletas de elite das modalidades de corrida de longa

distancia.

2) As regides gendmicas mais diferenciadas na comparagdo das etnias alvo e seus
contrastes locais devem conter genes associados ao sucesso dessas etnias na corrida de longa

distancia.

3) Tais genes, em Kalenjin e Oromo, podem participar vias moleculares distintas que
acabam afetando o mesmo fenotipo (corrida de longa distancia), representando um caso de

convergéncia.

Objetivo Geral

O objetivo geral € contribuir para uma melhor compreensao dos processos moleculares
e fisioldgicos que podem culminar no sucesso em corrida de longa distancia em etnias do leste
da Africa



Objetivos Especificos

- Estabelecer a lista de regides gendmicas mais diferenciadas em Kalenjin, utilizando

diferentes contrastes populacionais.

- Estabelecer a lista de regiGes gendmicas mais diferenciadas em Oromo, utilizando

diferentes contrastes populacionais.

- Estabelecer o enriquecimento de fenoétipos com a lista de regides gendmicas mais

diferenciadas em cada uma das populacdes alvo.

- Estabelecer o enriquecimento de processos bioldgicos com a lista de regides

gendmicas mais diferenciadas em cada uma das populagdes alvo.

- Avaliar a relacdo entre os processos bioldgicos e fenotipos recuperados e 0 sucesso na

corrida de longa distancia.



Manuscrito em Preparacao

A Genética da Maratona: Diferenciacao Genética
em Etnias do Leste da Africa e sua Relagio com o

Sucesso na Corrida de Longa Distancia

André Luis da Silva Zani*?*, Mateus Henrique Gouveia?®, Marla Mendes de Aquino?* e

Nelson Jurandi Rosa Fagundes®”

1Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande
do Sul, 91501- 970, Brasil.

2Departamento de Genética, Ecologia e Evolugdo, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, Minas Gerais, 31270-901, Brasil.

3Contato Principal

*Contato: zani.andre@yahoo.com.br (A.L.S.Z.), mateushgbio@gmail.com (M.H.G.), marlamendesdeaquino@gmail.com

(M.M.A.), nelson.fagundes@ufrgs.br (N.J.R.F.)

Resumo

Atletas de elite competindo em provas de longa distancia conquistam feitos
impressionantes, tais como percorrer 42,195 km em pouco mais de duas horas, no caso da
maratona. Desde a década de 1960, atletas do Leste da Africa, principalmente do Quénia e da
Etiopia, ttm dominado tais provas [1]. Estudos demograficos mostram que, em cada um desses
paises, duas etnias sdo super-representadas entre os corredores de resisténcia de elite: 0s
Kalenjin, no Quénia, e os Oromo, na Etidpia [1, 2]. Embora tanto fatores bioldgicos como
culturais certamente estarem relacionados a tal sucesso, nenhuma explicacéo simples surgiu ao
se olhar para a historia de vida ou loci classicamente associados a performance atlética [3, 4].
O objetivo desse estudo é contribuir para um melhor entendimento dos processos moleculares
e fisioldgicos, que, em Gltima instancia, resultam em sucesso na corrida de longa distancia. NGs
comegamos por hipotetizar que multiplos fatores genéticos predispdem individuos das etnias

Kalenjin e Oromo a serem a super-representados entre atletas de elite de provas de corrida de



longa distancia. Dessa forma, identificamos 0s genes proximos aos picos gendmicos de
diferenciacdo genética nessas duas etnias, bem como os processos e fenotipos a eles associados.
Entdo, os comparamos com a literatura, em busca de conexdes com a corrida de resisténcia.
Encontramos diversos genes altamente diferenciados relacionados, a caracteristicas
antropométricas, aos sistemas circulatorio e respiratorio, ao metabolismo energético e a
homeostase do ion calcio. Esses resultados reforcam a ideia da corrida de resisténcia como uma

atividade complexa e sistémica, bem como apontam genes candidatos para futuros estudos

Palavras-chave: Corrida de resisténcia, Leste da Africa, Kalenjin, Oromo, PBS.

Resultados e Discussao

A capacidade de correr longas distancias, conhecida como corrida de resisténcia, parece
ter desempenhado um importante papel na evolucdo humana [5-7]. De fato, humanos estdo
entre os melhores corredores de resisténcia de todos os mamiferos [6, 7]. Nas provas de longa
distancia do atletismo, como no caso da maratona, por exemplo, atletas de elite correm uma
distancia de 42,195 km em pouco mais de duas horas. Desde a década de 1960, atletas do leste
da Africa, principalmente do Quénia e da Etiopia, tém dominado essas competicdes [1]. Dos
100 atletas com os melhores tempos de maratona na histéria, como listado pela Associacdo
Internacional de FederagOes de Atletismo em 29 de junho 2019, 72 e 93 nasceram no leste da
Africa, considerando mulheres e homens, respectivamente (Figura 1A). Estudos demograficos
mostram que, em cada um desses paises, duas etnias sdo super-representadas entre os corredores
de resisténcia de elite: os Kalenjin no Quénia e os Oromo na Etiopia [1, 2]. A etno-
especificidade desse fendmeno levanta a hipétese de que fatores genéticos ou culturais possam
ser a causa principal de tal dominancia. Entretanto, nenhuma explicacdo simples surgiu ao se
olhar para a histdria de vida ou loci classicamente associados a performance atlética [3, 4].
Porém, como apontado por Tucker et al. [4], a incapacidade de se detectar uma associagdo com
marcadores genéticos pode se dever as limitagcdes das abordagens de gene candidato e estudo
caso-controle ao se estudar tragos altamente complexos e influenciados pelo ambiente, como a
performance atlética. Dessa forma, ele prop&e que a super-representacdo das etnias Kalenjin e
Oromo nessas modalidades poderia ser mais facilmente compreendida se estudada como um

fendmeno populacional. No presente estudo, usamos essa estratégia para comparar dados



gendmicos populacionais entre diferentes etnias do leste da Africa. Nossa hipotese é que parte
dos fatores genéticos associados ao sucesso atlético em Kalenjin e Oromo devem estar entre as
regibes gendmicas de maior diferenciacdo comparando diferentes etnias, possibilitando a

identificacdo de processos moleculares que contribuem com a corrida de longa distancia.

As regides gendmicas mais diferenciadas em Kalenjin e Oromo foram identificadas
através da Estatistica de Ramo Populacional normalizada (normalized Population Branch
Statistic, PBSn1), que indica a diferenciacdo genética especifica em uma populacdo alvo
(Kalenjin ou Oromo), em relagdo a outras duas populagdes de referéncia, representadas aqui
por duas etnias do leste da Africa (Luhya, do Quénia, e Amhara, da Etidpia) e duas populacdes
compostas representando o oeste da Africa e a Eurasia (Figura 1B, Star Methods). Devido as
diferencas de ancestralidade genética entre populacbes [8] foram realizados trés calculos de
PBSn1 para cada etnia, retendo os 0,1% valores mais extremos (ver Star Methods para mais
detalhes), resultando em uma lista final de 377 e 322 genes diferenciados para Kalenjin e Oromo
[S3], respectivamente, anotados em uma janela de 5 kb em relacdo a posi¢do do SNP de maior
PBSn1 da janela (Figura 2).

A relagéo entre as regides gendmicas mais diferenciados e a performance na corrida de
resisténcia foi estabelecida de duas formas: 1) os cinco genes associados as janelas de maior
PBSn1 de cada comparacdo (Figura 2) tiveram sua funcdo molecular investigada na literatura;
2) além disso, as listas de genes diferenciados foram submetidas a analises de enriquecimento
de conjuntos de genes, resultando em 130 e 193 conjuntos enriquecidos para Kalenjin e Oromo
[S1, S2], respectivamente, filtrando-se processos moleculares e fatores fisiolégicos ou

antropomeétricos associados a economia de corrida (Tabela 1).

Tracos antropométricos desempenham um papel fundamental, na medida em que
determinam a biomecanica de corrida através de caracteristicas como tamanho de passada,
estabilidade do movimento e resisténcia oferecida pelo ar e chdo [9, 10]. Eksterowicz et al. [9]
encontraram correlacdes positivas entre o tempo de maratona e o comprimento dos membros
superiores, 0 comprimento do torso, a largura do quadril e a razéo cintura-quadril, para uma
amostra de corredores de resisténcia quenianos. Além disso, membros inferiores mais longos
reduzem o custo energético da corrida [11], e corredores de resisténcia de elite tém estatura
média menor do que atletas de elite de outros esportes de resisténcia [12]. Interessantemente,

nossa analise retornou conjuntos enriquecidos para altura, circunferéncia da cintura, e razéo



cintura-quadril, tanto para Kalenjin quanto para Oromo, assim como conjuntos para formato ou

circunferéncia do quadril para Kalenjin e Oromo, respectivamente.

Um dos genes mais diferenciado para Oromo, LTBP1, pode fornecer um indicio sobre
0 mecanismo molecular parcialmente associado a esses fenétipos. LTBP1 é uma proteina que
se liga ao Fator de Transformacdo do Crescimento Beta 1 (TGF-R1), auxiliando na sua
exportacdo para a matriz extracelular de células dsseas e posterior estocagem na forma latente
[13, 14]. Uma das funcbes do TGF-R1, uma vez ativado na matriz extracelular, € estimular a
maturacdo inicial e inibir a mineralizacdo dos condrdcitos na placa de crescimento, no processo
de ossificagdo endocondral, além de ter um papel essencial na remodelagdo 6ssea [13, 15].
Assim, é possivel que polimorfismos no gene LTBP1 influenciem a quantidade disponivel de
TGF-R1 durante o desenvolvimento, impactando a formacdo de estruturas 6sseas e, portanto,

as caracteristicas antropométricas do individuo.

Além das medidas corporais, a estrutura de 0ssos e tendGes desempenha um papel
importante em todos os tipos de atividade fisica, ndo sendo diferente para a corrida de longa
distancia. Falando primeiramente em tenddes, € observada uma menor flexibilidade e maior
rigidez nos tenddes dos membros inferiores, especialmente do joelho, de corredores de longa
distancia [16, 17], com uma menor flexibilidade corpdrea geral associada a reducdo do custo
energético da corrida [18]. Tais resultados reforcam a ideia de que uma maior rigidez em alguns
grupos de tenddes e ligamentos aumenta a estabilidade do movimento e o aproveitamento de

energia elastica [19].

A principal proteina formadora de ligamentos e tenddes € o colageno do tipo | [20]. Dois
genes associados a sintese e organizacao desse tipo de colageno estdo altamente diferenciados
para Kalenjin e Oromo, respectivamente: TRAM2-AS1 e COL5A2. O primeiro codifica um
RNA antissenso do gene TRAMZ2, cuja proteina participa da via de translocacdo das cadeias
formadoras do colageno do tipo | para o reticulo endoplasmatico durante sua sintese [21].
Considerando a importancia dos RNAs antissenso na regulacéo génica [22], € plausivel propor
que TRAM2-AS1 module a expressdo de TRAM2 e, assim, a sintese de colageno do tipo I. Ja 0
gene COL5A2 codifica, juntamente com os genes COL5A1 e COL5A3, uma das trés cadeias
alfa que compde o colageno do tipo V [23, 24], proteina que regula a montagem e estrutura das
fibrilas de colageno do tipo I [25, 26]. Muta¢des no COL5A2 ou COL5AL1 séo responsaveis por
mais de 90% dos casos da Sindrome de Ehlers-Danlos na sua forma classica, cujo um dos

principais sintomas é a hipermobilidade articular [27]. Dois polimorfismos no COL5A1



(rs12722, CIT e rs71746744, -/AGGG) ja foram diretamente associados com performance na
corrida de longa distancia, com individuos carregando os gendtipos TT ou AGGG/AGGG
sendo consideravelmente mais rapidos e inflexiveis [28-30]. Considerando que COL5A1 e
COL5A2 codificam subunidades diferentes da mesma proteina estrutural, e que mutacdes em
ambos tém as mesmas consequéncias clinicas, é possivel que variantes no COL5A2 tenham o

mesmo efeito.

A corrida de longa distancia também esta associada ao aumento da densidade mineral
0ssea, nas pernas, bem como reducdo, nas vértebras, de corredores em comparagdo a individuos
controle [31-33]. Nossos resultados indicam um conjunto enriquecido de genes relacionados a
densidade mineral 6ssea, tanto em Kalenjin quanto em Oromo. Além do ja descrito LTBP1, os
genes altamente diferenciados, em Oromo, MIR6797, e em Kalenjin, WWOX (também presente
na lista de Oromo), TRAM2-AS1 e MRAP2 poderiam afetar essa caracteristica. Em especial, 0s
trés primeiros interagem com o fator de transcricdo RUNX2, o grande maestro do
desenvolvimento 6sseo [34]. Foi demonstrado que o microRNA miR-6797-5p, transcrito a
partir de MIR6797, atua como um regulador negativo da expressdo de RUNX2, inibindo a
diferenciacdo de osteoblastos [35]. De forma similar, a Oxirredutase Contendo Dominio WW
(WWOX), proteina descrita inicialmente como supressora tumoral, inibe a capacidade
ativadora de RUNX2 ao se ligar fisicamente a ele, funcionando como um supressor dos genes
osteogénicos ativados por este. Essa funcdo parece ser fundamental para a formacdo dssea.
Camundongos WWOX deficientes (Wwox 7-) morrem prematuramente, atraso consideravel no
desenvolvimento esquelético, baixa mineralizacdo dos 0ssos e reducdo nos niveis de calcio
circulante [36, 37]. O fator RUNX2 também regula a expressdo do ja citado gene TRAM2 em
células 6sseas, uma vez que o colageno do tipo | é o principal componente organico da matriz

extracelular 6ssea [38].

Por sua vez, MRAP2 é um gene cujo produto proteico modula a atividade dos receptores
de melanocortina, em especial o Receptor de Melanocortina 4 (MC4R) [39-41]. O MC4R regula
processos fisiologicos relacionados ao metabolismo energético, tendo sido associado a indice
de massa corporal em populacdes africanas e europeias [42]. Mutacdes nos genes MRAP2 e
MCA4R causam gquadros de obesidade tanto em humanos como em camundongos [43-45]. Braun
et al. [44] mostraram que camundongos com 0 Mc4r nocauteado (MC4RKO) apresentavam um
quadro de obesidade distinto da obesidade induzida por dieta. Camundongos MC4RKO
apresentavam uma menor taxa de batimentos cardiacos, levada massa magra, forca muscular e,

especialmente, densidade 6ssea, mostrando um menor desempenho na corrida de resisténcia.



Apesar da grande importancia das caracteristicas morfologicas, os fatores fisioldgicos
também sdo fundamentais para a corrida de resisténcia [46]. A principal via envolvida nesse
processo é a de metabolizacdo aerdbica de energia, que determina a quantidade de energia
disponivel e o tempo pelo qual uma atividade fisica pode ser mantida sem que haja o acimulo
excessivo de subprodutos indesejados da respiragdo anaerdbica [19]. A eficacia de tal via € 0
somatdrio da performance de uma série de etapas fisioldgicas distintas: a eficiéncia com a qual
o0 individuo capta o oxigénio do ar, transporta esse oxigénio para a 0 musculo via corrente
sanguinea, mobiliza as reservas energéticas para serem oxidadas e, finalmente, utiliza a energia
produzida para a contracdo muscular. O produto dessas etapas, somado a eficiéncia
biomecéanica da corrida, é normalmente medido como consumo méaximo de oxigénio (VO2max)
e 0 consumo de oxigénio para correr a uma determinada velocidade submaxima (economia de
corrida). Os melhores corredores de resisténcia serdo, no geral, aqueles com capacidade de
consumir mais oxigénio (elevado VO2max, alta capacidade de mobilizar oxigénio e energia),
mas que consumirdo menos oxigénio para correr a velocidades intermediarias (boa economia

de corrida, baixa necessidade energética) [19].

Comecaremos pela primeira etapa dessa via. A captacdo de oxigénio nos pulmdes,
medida como func¢do pulmonar, ja foi diretamente correlacionada com o desempenho em provas
de resisténcia de diferentes duracbes [47, 48]. Além disso, Kirkton et al. [49] demostraram que
a selecdo artificial para resisténcia na corrida em ratos também seleciona uma melhor funcéo
pulmonar, revelando ndo somente a importancia de tal traco para a corrida de resisténcia, como
a forte influéncia de fatores genéticos sobre ele. Isso vai de acordo com a nogéo de que 0 VO2max
possui uma herdabilidade consideravel (h? = 0.56) [50, 51]. Na mesma linha, nossa analise
mostra um numero consideravel de conjuntos enriquecidos para funcdo pulmonar, tanto em
Kalenjin quanto em Oromo, assim como um conjunto para desenvolvimento do sistema
respiratorio em Kalenjin. Interessantemente, o ja citado gene WWOX, presente na lista de ambas
as populacdes, vem sendo associado a capacidade respiratoria em uma série de estudos de
associacdo gendmica (GWAS) [52-57], embora seu mecanismo de acdo sobre esse fenétipo

ainda nao esteja bem compreendido.

Apds o oxigénio ser absorvido, ele precisa ser transportado até o musculo pela corrente
sanguinea. A eficiéncia desse transporte vai depender, entre outros fatores, da pressao
sanguinea, da quantidade de hemoglobina disponivel, determinada pelo tamanho e
concentracdo de hemacias, e da vascularizacdo do tecido. De fato, a pressdo sanguinea



diastdlica ja foi identificada como um preditor do desempenho em algumas provas de
resisténcia [58, 59]. Além disso, corredores de resisténcia apresentam hipertrofia do ventriculo
cardiaco esquerdo [60], relacionada a pressdo sanguinea, e, frequentemente, hiperplasia da
medula dssea vermelha [61]. Também € sabido que o exercicio € um potente indutor da
hematopoeise [62, 63] e da angiogénese [64-66], e que a vascularizacdo da musculatura esta
diretamente relacionada ao VOzmax [67].

A pressao sanguinea parece ser especialmente importante em Oromo, ja que a lista de
genes nessa populacdo apresenta um enriquecimento para conjuntos associados diretamente a
essa caracteristica, assim como conducéo cardiaca. Um dos genes altamente diferenciados nessa
etnia, 0 ADAMTS9-AS2, codifica 0 RNA antissenso do gene ADAMTS9, cuja proteina, uma
metaloprotease, é essencial para o desenvolvimento normal e homeostase do coracgdo e artérias
[68, 69]. Tanto Kalenjin quanto Oromo apresentam enriquecimento do conjunto associado ao
desenvolvimento do sistema circulatério e, embora Kalenjin, ao contrério de Oromo, néao
apresente enriquecimento de conjuntos génicos associados a pressao sanguinea, quatro dos seus
genes altamente diferenciados (ARHGEF1, GATAD1, GSTO1 e AMOTL1) influenciam essa
caracteristica. 1sso pode apontar uma diferenca de contribuicdo individual de genes para uma
mesma caracteristica entre as populacdes. O gene ARHGEF1 codifica o fator de troca de
guanina RhoA que € ativado pela Angiotensina Il nas células musculares lisas arteriais, levando
ao aumento da pressao [70, 71]. O gene que codifica para a Enzima Conversora de Angiotensina
I (ACE), que produz a Angiotensina 11, ja foi associado com a corrida de resisténcia em diversos
estudos [72-74], embora nenhuma associacdo tenha sido encontrada em corredores etiopes [75].
Por sua vez, GATAD1 codifica a Proteina 1 Contendo Dominio de Dedo de Zinco GATA,
expressa em midcitos ventriculares. Mutacdes nesse gene causam cardiomiopatia dilatada, uma
doenca caracterizada pelo aumento excessivo dos ventriculos cardiacos [76, 77]. JA GSTO1
codifica uma glutationa transferase que modula a atividade dos receptores de rianodina (RYR).
Os RYRs sédo os canais de célcio do reticulo sarcoplasmatico, responsaveis por liberar o calcio
do reticulo no citoplasma e assim, realizar a contragdo muscular. Foi demostrado que a proteina
GSTO1 regula negativamente a atividade do receptor de rianodina do musculo cardiaco
(RYR2) [78], cujo gene, RYR2, esta presente na lista de Oromo. Por fim, o gene AMOTL1
codifica uma proteina similar a Angiomotina que esta associada ao aumento e proliferacdo de
cardiomiéctos e hipertrofia cardiaca [79], assim como ao processo de angiogénese, por

controlar a adesdo entre células endoteliais [80, 81].



Além destes genes, em nossas comparagOes existe um gene altamente diferenciado em
ambas as populagdes, 0 RPS19, que tem associac¢do causal com a anemia de Diamond-Blackfan
[82, 83], podendo, portanto, afetar a hematopoiese de uma forma geral. Entretanto, a etiologia
da anemia de Diamond-Blackfan parece estar associada a defeitos amplos na sintese proteica
na medula 6ssea [84, 85]. Além disso, ndo foram encontradas diferencas nos niveis de
hemoglobina entre corredores de resisténcia quenianos e de outras etnias [86]. Como 0s genes
RPS19 e MIR6797 sdo muito proximos, e uma vez que ambas as populacdes possuem outros
genes com alto valor de PBSn1 que, assim como o MIR6797, interagem com o fator RUNX2,
nds hipotetizamos que o sinal associado ao RPS19 é na verdade um sinal associado ao MIR6797,
que ndo foi recuperado em algumas comparagdes devido ao tamanho conservador de nossa

janela de anotacdo.

Quando o oxigénio atinge a musculatura, ele precisa encontrar reservas energéticas
mobilizadas para oxidar e, assim, produzir energia. A principal via de producdo de energia na
corrida de resisténcia seré a via glicolitica aerobica, na mitocéndria [87], com o consumo de
carboidratos, antes e durante o exercicio, diretamente associado a melhora na performance [88].
De fato, foi demonstrado que a dieta de corredores de resisténcia quenianos consiste
majoritariamente de carboidratos [89]. Por outro lado, a utilizagdo de gordura como substrato
energeético, ao invés da glicose, esta ligada a capacidade de manter a atividade fisica por mais
tempo, ao preservar os niveis sisttmicos de glicose [90]. Tanto Kalenjin quanto Oromo
possuem conjuntos enriquecidos associados ao metabolismo energético, respectivamente, 0s
conjuntos “Tragos de Homeostase de Glicose” e “Atividade Fisica Vigorosa”, que contém

genes ligados ao metabolismo de glicose.

A etnia Oromo, em especial, apresenta uma alta diferenciacdo em genes que codificam
proteinas do complexo do exocisto (EXOC4, EXOC5 e EXOC6B), responsavel por direcionar
vesiculas intracelulares para regides especificas da membrana citoplasmatica [91]. Esse
complexo é essencial para o metabolismo de glicose, uma vez que € o responsavel pelo
transporte induzido pela insulina do GLUT4, principal transportador de glicose do masculo
esquelético, cardiaco e tecido adiposo, para a membrana plasmatica [92]. Variantes proximas
a0 EXOC4 estdo associadas a diabetes tipo 2 [93] e o nocaute desse gene reduz
consideravelmente a entrada de glicose nos adipdcitos [92]. O mesmo efeito foi observado em
células do musculo esquelético através do nocaute de EXOCS5 ou da adi¢do de inibidor do

exocisto [94]. Da mesma forma, o nocaute de EXOCG6B inibe a translocacdo do GLUT4 em



adipdcitos [95]. Dentro da célula, foi demonstrado que o gene WWOX modula a glicélise
aerobica, ao se ligar fisicamente ao fator de transcri¢do Fator 1 Induzido por Hipoxia (HIF1a)
e inibir ativacdo de genes indutores da glicolise por este. Dessa forma, células WWOX
deficientes apresentam elevagdo nos niveis e atividade do HIFla, assim como aumento na
captacdo de glicose [96-98]. O gene que codifica o HIFla, o HIF1A, ja foi diretamente
associado com o status de corredor de resisténcia de elite [99]. Por fim, um gene altamente
diferenciado em Oromo é LIPE-ASL1, que codifica 0 RNA antissenso do gene da Lipase Sensivel
a Hormonio (LIPE). A LIPE é a principal reguladora da lipélise em adipdcitos, liberando acidos
graxos a partir dos triglicerideos armazenados. Mutagcdes nesse gene estdo diretamente
relacionadas a quadros de lipomatose, miopatia, elevados niveis de glicose no sangue e diabetes
tipo 2 [100-102].

Uma vez que energia é produzida, seu destino final nesse processo seré sua utilizacéo
na contracdo muscular, tanto dos musculos estriados esqueléticos quanto do cardiaco. Um dos
protagonistas do processo de contragdo muscular é o ion Ca®*, cuja liberagdo do reticulo
sarcoplasmatico leva a contracdo muscular [103]. Tanto a etnia Kalenjin quanto a etnia Oromo
apresentaram enriquecimento na lista de genes para conjuntos de processos relacionados ao
calcio, o que n&o foi o observado para outros fons como K*, Na*, CI- ou Mg?*. Ademais, o ja
citado gene GSTO1, da lista de Kalenjin, além de regular negativamente o canal de célcio do
musculo cardiaco (RYR2), regula positivamente a versdo expressa no musculo esquelético
(RYR1) [78], podendo ter um papel duplo na corrida de resisténcia. Ja foi demostrado que ratos
com maior capacidade intrinseca na corrida de resisténcia possuem cardiomidcitos com maior
amplitude de contracdo, pico de liberacdo de calcio (correlacionado a performance) e expressao
de RYR2 em relacédo a ratos com baixa capacidade intrinseca na corrida de resisténcia [104].
Além disso, foi observado que o treinamento em ratos induz uma maior capacidade de
contracdo e sensibilidade ao Ca?* nessas mesmas células [105]. Esses resultados reforcam a
importancia da regulacdo do célcio intracelular no tecido muscular durante a atividade fisica

prolongada.

Por que os genes aqui apresentados ndo foram identificados em outros estudos buscando
as bases genéticas da corrida de resisténcia? Como grande parte destes estudos € realizada
dentro da mesma populacgéo [106], € possivel que tais genes ndo sejam detectados por estarem
ligados a diferencas interpopulacionais de desempenho, com as diferencas intrapopulacionais

sendo explicadas por outros loci ou fatores ambientais, como treinamento. Além disso, estudos



gendmicos deste tipo foram realizados apenas em populagdes eurasiaticas [106, 107], enquanto
é sabido que populages africanas possuem um grande nimero de variantes raras ou exclusivas
[108]. O fato de termos recuperados genes que interagem diretamente com genes classicamente
associados a corrida de resisténcia, como no caso dos genes COL5A2, ARHGEF1 e WWOX em
oposicao aos genes COL5AL, ACE e HIF1A, pode indicar que as mesmas vias sdo importantes
para corredores de resisténcia de diferentes etnias, porém com diferentes contribuicfes de cada
gene, dependendo da etnia. Em conjunto, esses resultados reforcam a ideia da corrida de
resisténcia como uma atividade complexa e sisttémica. De fato, o0 aparecimento de genes que
influenciam mais de uma caracteristica, como WWOX, MRAP2, TRAM-AS1 e GSTO1 mostram
a importancia de genes pleiotropicos para esse tipo de traco. Mesmo com diversos genes
altamente diferenciados nessas populacdes associados a caracteristicas que sabidamente afetam
0 desempenho na corrida, mais estudos sdo necessarios para esclarecer a associacao especifica
dos genes candidatos aqui apontados com a corrida de resisténcia, assim como, caracteriza-los
em diferentes populagbes humanas. E importante destacar que nossa discussdo aqui tem de se
limitar a processos cuja relacdo com a corrida de resisténcia estd bem documentada na literatura,
pois as populacdes sdo diferenciadas em diversos aspectos ndo necessariamente ligado a
corrida. Dessa forma, conforme nosso conhecimento sobre fisiologia do esporte avancga, novas

associacOes podem ser encontradas nos resultados deste estudo.

Finalmente, como autores, gostariamos de reforcar que o sucesso nos esportes ndo deve
ser tomado como um esterebtipo, assim como predisposi¢cdo genética ndo significa
predestinacdo. A genética nunca deve ser vista de forma deterministica, especialmente para
tragos complexos, onde fatores ambientais e socioculturais sempre desempenhardo um papel
importante em populac@es humanas. O propdsito desse trabalho, mais do que explorar as bases
bioldgicas da corrida de longa distancia, € ilustrar a beleza da diversidade genética humana,
especialmente na Africa, cuja riqueza genética e cultural tende a ser vista de maneira

simplificada e homogeneizada.
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Figuras e Tabelas
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Figura 1. A) Gréfico de pizza dos 100 melhores maratonistas de todos os tempos, homens e mulheres, por local de nascimento,

como listado pela Associacdo Internacional de FederagOes de Atletismo em 29 de junho 2019. Note a grande fragéo

correspondente ao Quénia e a Etidpia, em ambos 0s sexos. B) Grupos etno-linguisticos africanos utilizados neste estudo.
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Figura 2. Manhattan plots dos valores de PBSnl para as etnias Kalenjin e Oromo quando comparadas com cada par de
populagdes de referéncia. Cada ponto representa uma janela de 20 SNPs. A linha azul demarca os 0,1% SNPS mais
diferenciados. Observe que a escala ndo € a mesma para todas as comparagdes. As janelas nao intergénicas com 0s 5 maiores
valores de PBSn1, de cada comparacgéo, tém seus genes associados mostrados. Para lista completa de genes, consultar Tabela
S3.



Tabela 1. Categorias enriquecidas (P<0,05; FDR) para Kalenjin e Oromo possivelmente associados a corrida de resisténcia. Os conjuntos de genes foram agrupados em

categorias mais amplas em relagdo a base FUMA-GWAS. Categorias em negrito e italico tém conjuntos em comum entre Kalenjin e Oromo. Para a lista completa de conjuntos,

consultar a Tabela S1 e a Tabela S2. N, nimero de conjuntos em cada categoria; Ref, referéncias que justificam a inclusao desta categoria.

Kalenjin
Categoria GWAS catalog N Ref Cartegoria GO_biological _process N Ref
Altura 1 11,12 GO_CALCIUM_DEPENDENT_CELL_CELL_ADHESION 1 103-105
Circunferéncia da cintura 1 9 GO_CIRCULATORY_SYSTEM_DEVELOPMENT 1 58-67, 72-74
Densidade mineral 6ssea 1 31-33,44 GO_REGULATION_OF_CALCIUM_MEDIATED_SIGNALING 1 103-105
Forma do quadril 1 9 GO_RESPIRATORY_SYSTEM_DEVELOPMENT 1 47-49
Funcéo pulmonar 4 47-49
Homeostase de glicose 1 87-90, 99
Razao cintura-quadril 2 9

Oromo
Categoria GWAS catalog N Ref Cartegoria GO_biological_process N Ref
Altura 1 11,12 GO_CALCIUM_ION_TRANSPORT 2 103-105
Atividade fisica vigorosa 1 87-90, 99 GO_CALCIUM_MEDIATED_SIGNALING 2 103-105
Circunferéncia da cintura 7 9 GO_CARDIAC_CONDUCTION 1 58-60, 104, 105
Circunferéncia do quadril 2 9 GO_CIRCULATORY_SYSTEM_DEVELOPMENT 1 58-67, 72-74
Densidade mineral 6ssea 2 31-33,44 GO_REGULATION_OF_CALCIUM_ION_TRANSPORT 10 103-105
Funcéo pulmonar 5 47-49 GO_REGULATION_OF_CALCIUM_MEDIATED_SIGNALING 1 103-105
Pressdo sanguinea 6 58-60, 72-74
Razao cintura-quadril 6 9
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Detalhes do Método

Uma vez que nosso trabalho parte de uma “hipotese populacional”, isto ¢, de que de
fatores genéticos mais diferenciados em Kalenjin ou Oromo podem ter relacdo com 0 sucesso
na corrida de resisténcia, a amostra de individuos que contribuiram com dados genético ndo €
composta exclusivamente por corredores, justamente porque os fatores genéticos que
predisporiam a corrida de resisténcia sdo comuns na populacdo geral dessas etnias. De fato,
nosso trabalho néo é o primeiro a considerar um fenotipo como uma caracteristica populacional.
Estudos de adaptacdo a altitude em humanos frequentemente adotam essa estratégia,
comparando populacgdes que se sabe estarem adaptadas as restricbes impostas pela altitude com
populacdes semelhantes de terras baixas, em busca de picos de diferenciacdo que possam ser a
base genética para tal adaptacdo, independentemente de possiveis varia¢bes individuais

intraespecificas na resposta a altitude [109, 110].

De maneira semelhante a esses estudos, os picos de diferenciacdo gendmica
populacional foram estimados a partir da estatistica de tamanho de ramo populacional
(Population Branch Statistics — PBS) [109], em sua versdao normalizada, o PBSnl, como
descrito por Malaspinas et al. [111]. Tal estatistica se utiliza de dados de frequéncia alélica para
verificar o grau de diferenciacdo de uma populacéo de interesse, ou populacéo focal, em relagédo
a outras duas populacdes de referéncia, em geral uma mais proxima da populacdo focal e outra
mais distantemente relacionada (muitas vezes referidas como populagdes “closely related” e
“distantly related, respectivamente). Dependendo das populacbes de referéncia escolhidas,
também é possivel filtrar diferentes componentes de ancestralidade, uma vez que fatores em
comum com as populagdes relacionadas ndo irdo contribuir com um valor alto para PBSn1. E
importante notar que, embora muito amplamente usado em estudos sobre adaptacdo, PBSnl
pode ser utilizado para mesurar diferenciagdo genética independentemente da origem de tal

diferenciacdo (selecdo natural, deriva genética, miscigenacao, etc.). Dessa forma, ao escolhé-



lo, evitamos fazer qualquer suposi¢do sobre a causa da possivel divergéncia populacional que
geraria a predisposi¢éo a corrida de resisténcia nas etnias Kalenjin e Oromo.

Obtivemos as informacdes de frequéncia alélica das populagdes de interesse a partir de
dados publicos disponibilizados pelo Projeto de Variagdo Gendmica Africana (African Genome
Variation Project - AGVP) [8], que genotipou 1.152.000 polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs, em inglés) ao longo do genoma de 1481 individuos de 18 grupos etno-linguisticos da
Africa Subsaariana. Para acessar a diversidade de outras populagdes africanas, assim como do
resto do planeta, utilizada no calculo do PBSn1, também incluimos dados equivalentes obtidos
do banco de dados do Projeto 1000 Genomas [112]. Todos os dados utilizados fazem parte de
bancos de dados publicos que foram montados respeitando as considerac@es éticas elaboradas
pelos comités de pesquisa relevantes, tanto em ambito nacional (para os paises envolvidos)

quanto internacional.

Para determinar o nivel de diferenciacdo genética ao longo do genoma utilizamos uma
estratégia baseada em janelas deslizantes (sliding windows). Nessa estratégia, cada janela tem
um tamanho de 20 SNPs, com sobreposi¢cdo de 15 SNPs entre cada uma, garantindo uma
cobertura homogénea do genoma e reduzindo o efeito de SNPs individuais. Calculamos um
valor de PBSnl para cada SNP e depois geramos o valor médio para o PBSnl como
representante do PBSn1 da janela. As populac6es focais foram os Kalenjin (n=100) e os Oromo
(n=26). A fim de filtrar diferentes componentes ancestralidade, escolnemos dois contrastes
locais (“closely related”) e dois contrastes gerais (“distantly related”) como referéncias. Os
contrastes locais estdo representados pelos Luhya (n=74), do Quénia, e 0s Amhara (n=42), da
Etiopia, que foram selecionados por se encontrarem nos mesmos paises das populagdes focais
(e teoricamente, sob as mesmas politicas socioecondmicas), assim como por representarem
otimos filtros para ancestralidade banta e cushitica, respectivamente. Os outros dois grupos de
referéncia foram construidos de forma a representar o Oeste da Africa (em contrapartida ao
Leste), com 7 etnias (Wolof, Mandinka, Jola, Fula, Ga-Adangbe, Yoruba e Igbo, n=618), e a
Eurasia, com 6 populagdes do Projeto 1000 Genomas (Individuos residentes nos Estados
Unidos com ancestralidade europeia - CEU, Toscanos, Finlandeses, Britanicos, Ibeéricos, e
Individuos residentes nos Estados Unidos com ancestralidade indiana - GIH, n=569). A
populagdes africanas utilizadas estéo representadas na Figura 1B. Optamos pela utilizacdo tanto
de um contraste eurasiatico quanto de um contraste do Oeste da Africa pois foi demonstrado
que as populacdes de interesse tém um consideravel nivel de ancestralidade eurasiatica, entre

7,3 € 10,99% para Kalenjin e entre 43,62 e 50,82% para Oromo [8]. A utilizac&o exclusiva de



um contraste Africano poderia super-representar loci com alta ancestralidade Eurasiatica nas

populagdes focais do estudo.

Realizamos os calculos do PBSnl utilizando sempre uma populacdo focal, uma
contrapartida local e uma composicao geral, em todas as combinagdes possiveis, a exce¢do das
duas combinagdes que incluiriam os Amhara e a Eurasia, resultando em seis comparagdes.
Essas combinacdes foram excluidas pois os Amhara possuem um nivel muito elevado de
mistura eurasiatica (de 47,82 a 54,70%), e, no célculo do PBSn1, resultados espurios podem
ser gerados quando as duas populagdes de referéncia ttm mais proximidade entre si do que com
a populacgdo de interesse [111]. Por outro lado, gracas a esse nivel de mistura, os Amhara por si

s0 ja funcionam como bons filtros para a ancestralidade eurasiatica.

Quando h& uma hipétese adaptativa sobre o fendtipo em questdo, simulacdes
demogréaficas podem ser usadas para determinar um valor empirico a partir do qual valores de
PBSn1 sdo indicativos de um processo adaptativo. Nesse estudo, evitamos qualquer hipotese
adaptativa para o fendtipo de interesse, e, portanto, assumimos que seja possivel que fenbmenos
puramente demograficos como deriva genética e fluxo génico estejam associados a PBSn1 altos
em loci gendmicos associados com corrida de resisténcia. Nesse caso, € impossivel estabelecer
um valor empirico de significancia para os valores de PBSnl a partir de simulacbes
demogréficas. Dessa forma, seguindo a l6gica de trabalhos semelhantes [110, 113] retivemos,

para cada comparacao, as 0,1% janelas com maior valor de PBSn1 para analises posteriores.

Os genes em uma vizinhanca de até 5 Kb do SNP de maior PBSn1 de cada janela foram
anotados, e a partir das trés comparacdes foram elaboradas uma lista final de genes altamente
diferenciados para cada populagéo focal. As listas de genes assim obtidas foram submetidas a
Analise de Conjuntos de Genes, a fim averiguar quais categorias de fendtipos ou processos
bioldgicos estdo enriquecidos para 0s genes presentes nas listas (ou seja, que possuem, para
cada categoria, mais genes na lista do que seria esperado ao acaso). Uma vez que partimos de
comparacg0es interpopulacionais amplas, diversos processos bioldgicos sem relagdo bioldgica
(a priori) com corrida de resisténcia, podem estar enriquecidas nas analises. A selecdo de
processos bioldgicos ou fenotipos de potencial relevancia para corrida de resisténcia foi feita
com base em trabalhos antropométricos e fisioldgicos sobre economia de corrida [9-12, 16-19,
28-33, 47-49, 58-67, 72-75, 86-90, 99, 103-107]. Alem disso, as fun¢des moleculares dos 5
genes de maior valor de PBSnl de cada comparacdo foram investigadas detalhadamente na

literatura em busca de associagdes biologicamente plausiveis com corrida de resisténcia.



Quantificagao e Analises Estatisticas

Os calculos de frequéncia alélica foram feitos no software Plink [114], que foram
utilizados para a estimativa do PBSn1, tanto por SNP quanto por janela, por scripts proprios
desenvolvidos em linguagem R [115]. A anotacdo dos genes foi feita com base na plataforma
Ensembl [116]. As Andlises de Conjuntos de Genes foi feita através da plataforma Functional
Mapping and Annotation of Genome-Wide Association Studies (FUMA GWAS) [117]. Foram
considerados significantes apenas valores de enriquecimento com P<0,05 ap0s correcdo para
teses multiplos por False Discovery Ratio (FDR). As categorias de fenotipos foram recuperadas
a partir da base de dados GWAS Catalog [118], enquanto as categorias de processos bioldgicos
associados as ontologias génicas (Gene Ontology biological processes) foram recuperados a
partir da base de dados MsigDB [119].

Disponibilidade de Dados e Cédigos

Todos os dados analisados neste artigo podem ser requisitados do European Genome-
phenome Archive, através do link www.ebi.ac.uk/ega/dacs/EGAC00001000237, e do Projeto

1000 Genomas, através do link https://www.internationalgenome.org/data/. Os scripts

utilizados para o célculo dos valores de PBSn1 podem ser obtidos entrando em contato com o

Contato Principal.

Tabela de Recursos-chave

REAGENTE ou RECURSO | FONTE | IDENTIFICADOR

Dados Depositados

Dados de SNPs de PopulagOes Africanas Projeto de Variacdo | www.ebi.ac.uk/ega/dacs/EGACO
Gendmica Africana | 0001000237
Dados de SNPs de Populac@es Eurasiaticas | Projeto 1000 Genomas | https://www.internationalgenome
.org/data/
Fendtipos de estudos de GWAS Base de dados https://www.ebi.ac.uk/gwas/
GWAS Catalog
Ontologias Génicas Base de dados http://software.broadinstitute.or
MsigDB g/gsea/msigdb/index.jsp
Softwares e Algoritimos
Software Plink Purcell et al. [114] https://www.cog-
genomics.org/plink2/
Software R R Core Team [118] https://cran.r-
project.org/bin/windows/base/
Scripts em na linguagem R Esse estudo zani.andre@yahoo.com.br




Material Suplementar

Tabelas S1 e S2: listas de conjuntos enriquecidos ou ndo, em inglés, para Kalenjin e Oromo,
respectivamente. Os conjuntos P<0,05 apds a correcdo por FDR estdo em negrito. Destes,

conjuntos associados a corrida de resisténcia estdo destacados em amarelo.

Tabela S3: Lista dos genes associados as 0,1% janelas mais diferenciadas, por comparagéo,

para Kalenjin e Oromo.
As tabelas podem ser acessadas através do link:

https://drive.google.com/drive/folders/IE4AEVGOc6mMENBQOQLMRyyVIwKOscbkZTftU?usp=
sharing
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