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PROLOGO

JOSE LUIS TERREROS BLANCO
SUBDIRECTOR GENERAL DE DEPORTEY SALUD
CONSEJO SUPERIOR DE DEPORTES

La expresién de un determinado fenotipo (conjunto de caracteres de un
individuo) va a depender de su genotipo (herencia genética) y de las condiciones
ambientales en que este genotipo se expresa.

En el &mbito de la actividad fisica y el deporte las interacciones ambientales
principales son las dadas por el ejercicio fisico y el entrenamiento deportivo a
que se somete el sujeto. Pero estas interacciones son enormemente complejas
y pueden conllevar modificaciones en el estado de salud del deportista, bien
porque la expresion directa de un genotipo conlleve un riesgo ante la practica
deportiva o porque le interaccién entre genética y el grado de actividad
interactlien y afecten a la salud de la persona.

Cada dia sabemos un poco mas sobre las relaciones entre ejercicio fisico y
genética y su importancia, no solo en el &mbito del deporte de alto rendimiento,
sino especialmente en el de la mejora de la condicién fisica y de la salud.

En la definicién del “mapa genético” relacionado con el rendimiento deportivo
y la salud contamos en Espafia con grupos de investigacién muy relevantes,
alguno de los cuales acuden regularmente a las convocatorias de apoyo a la
investigacién cientifica que publica el Consejo Superior de Deportes.

Tanto el interés y la actualidad del tema, como la relevancia de los estudios y
las publicaciones llevados a cabo, nos han impulsado a que este nuevo
numero de la coleccién ICD verse sobre Genética y Deporte, y a contar con la
colaboraciéon de dos grupos de investigacién con relieve mundial como son el
de la Universidad Europea de Madrid y el de la Universidad de Zaragoza.
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La primera parte de la publicacién es el resultado del trabajo de un grupo de
investigacién de la Universidad Europea de Madrid, y refleja los hallazgos sobre
polimorfismos nucleares y su relacién con el fenotipo de un deporte concreto,
como es el caso del remo.

La segunda parte de este libro, realizada por investigadoras de la Universidad

de Zaragoza, nos muestra los estudios sobre otro grupo de genes mucho menos
conocidos, como son los genes mitocondriales, que aunque son solo 37, expresan
varias proteinas propias de la cadena respiratoria y por ello pueden tener gran
influencia en la produccién de energia en la célula.

Somos conscientes de que el avance genético en el deporte esté lejos de

sus limites y que son necesarios todavia investigaciones de alta calidad y
estudios de replicacién con grandes muestras de sujetos; y que para ello es
imprescindible una colaboracién entre laboratorios que estudien la genémica
del ejercicio, colaboracién nos gustaria potenciar mediante la creacién de redes
de investigacion.

Aqui hemos querido hacer una aportacion sobre el estado actual de las
investigaciones sobre genética y deporte en nuestro pais, con la intencién de
mejorar y difundir el conocimiento sobre este ambito.

Animamos al técnico deportivo, al clinico, al investigador, a estudiar
detenidamente estas paginas que marcan el futuro de una época que,
sin duda, nos va a llegar.
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RESUMEN

En qué medida el deportista nace o se hace, cémo puede influir una
determinada dotacién genética en el rendimiento y qué potenciales
aplicaciones podra tener la aplicacién de este conocimiento en el mundo
del deporte son interrogantes que se esconden tras este estudio.

Se analizaron los siguientes 8 genes candidatos en 39 remeros medallistas
en mundiales, 52 corredores de resistencia de clase olimpica, 50 ciclistas
profesionales y 123 controles: ACTN3, ECA, PPARGC1A, AMPD1, CKMM,
GDFS8, HFE, AGT.

El objetivo general de esta investigacién fue determinar si existe un perfil
genético ideal en remo y en qué medida se diferencia este perfil de los
asociados a otros deportes ciclicos de resistencia.

Sélo se encontrd asociacién con el rendimiento deportivo en dos genes, ECA
y HFE. No se encontrd asociacién entre el perfil genotipico teéricamente
‘Optimo’ (o més deseable) para remo y el rendimiento deportivo expresado
en medallas en campeonatos del mundo. Tampoco se encontraron
diferencias en el perfil genotipico de remeros de nivel mundial o nacional,
pero si una puntuacién mas favorable en los dos grupos de remeros que en la
poblacién general. El rendimiento deportivo esta probablemente relacionado
con el efecto combinado de cientos de variantes genéticas, y ademas los
aspectos que conformarian el “complejo rasgo fenotipico” que representa
ser un deportista de nivel mundial en un deporte dado son multiples vy,
probablemente, no puedan reducirse a polimorfismos genéticos especificos.

Palabras clave: GENETICA, RENDIMIENTO, REMO, DEPORTES CICLICOS, RESISTENCIA
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ABSTRACT

Can genetic endowment influence performance? And what may be the
potential applications of the knowledge on genes and performance in the
world of sports? These were the questions raised in this study.

We analyzed the following 8 candidate genes in 39 world-class rowers,

50 Olympic-class endurance runners, 52 professional cyclists, and 123
controls: ACTN3, ACE, PPARGC1A, AMPD1, CKMM, GDF8, HFE, AGT.

The overall objective of this thesis was to determine if there is an ‘optimal’
genotype profile for rowing, and if there are genotype differences with other
cyclic endurance sports.

We only found an association between world-class performance in rowing
and two genes, ACE and HFE. No association was found between the
theoretically optimal genotypic profile for rowing performance, as expressed
in medals won in world championships. No difference was found in the
genotypic profile between top level rowers and national level rowers, yet the
genotype profile of both athletic cohorts differed from that of the general
population. Athletic performance is probably related to the combined effect
of hundreds of genetic variants. Being and athletic champion is likely a
“complex trait”, which cannot be reducible to specific genetic polymorphisms.

Key words: GENETIC, PERFORMANCE, ROWING, CYCLIC SPORTS, ENDURANCE.
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1. INTRODUCCION

Hay una cuestién que se viene repitiendo practicamente desde que se
desarrollaron sistemas de entrenamiento para mejorar el rendimiento
deportivo: ;El deportista nace o se hace? La respuesta parece obvia

y se asume que, en términos generales, el deportista se puede hacer,
pero el campeodn debe nacer con la potencialidad necesaria y, por
supuesto, tendra que desarrollarla para expresar todo su verdadero
potencial. De esta respuesta nace otra pregunta: ;Dénde residen
estas capacidades que caracterizan al gran campedén y como podemos
detectarlas? Esta cuestién plantea una interrogante mucho mas
exigente y, sin duda, resulta mucho més complicado encontrar una
solucién acertada.

El rendimiento deportivo estd condicionado por multitud de factores,
tanto internos como externos y ambos pueden llegar a ser muy
dificiles de estudiar. La base de los factores internos se encuentra

en aquellos aspectos derivados de la heredabilidad de caracteres
individuales, que pueden condicionar el rendimiento deportivo.
Siempre se ha sospechado que existe una dotacién genética en
algunos deportistas privilegiados, que predispone a un mayor
rendimiento deportivo, este aspecto quiza tenga mucho que ver con
lo que tradicionalmente se ha llamado “talento deportivo”.

El talento deportivo no es un rasgo de cardcter universal. Es evidente
gue a un gimnasta de gran talento, posiblemente no se le podria
reconocer esa misma proyeccién en el contexto de un deporte de unas
exigencias tan opuestas al suyo como, por ejemplo el baloncesto.

Por lo tanto hay que concretar cuéles son las caracteristicas de cada
deporte y cudles serian las capacidades necesarias para alcanzar el
maximo rendimiento en ese deporte en concreto.

Por lo tanto, para dar respuesta a las preguntas planteadas
anteriormente seria necesario concretar aspectos como la duracién y
tipo del esfuerzo del deporte analizado, cualidades fisicas implicadas,
modelo antropométrico, condicionantes reglamentarios, influencia
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del material empleado, etc. Una vez conocidas con exactitud las

exigencias del deporte tratado se podria estar en disposicién de trazar

el perfil tedricamente ideal del campedn de este deporte, pudiendo
llegar a concretar las exigencias propias de una modalidad, prueba
o incluso, en el caso de los deportes de equipo, puesto especifico del
deportista.

Algunos de los aspectos asociados al perfil ideal del campeédn podria

tener su origen en la dotacién genética del propio deportista, algo que
no puede ser modificado por el entrenamiento, pero que influiré en el

rendimiento del deportista, por lo tanto habria que aspirar a que una
informacién tan importante como ésta no fuese pasada por alto.

El mundo del deporte empieza a ser sensible a la importancia que
este conocimiento sobre genética aplicada podria tener, no sélo en
el rendimiento competitivo final, si no en la rentabilizacién de los
recursos invertidos, en la elaboracion de programas de deteccién de
talentos, en el disefio individualizado del entrenamiento, prevencién
de lesiones, anticipacién ante dolencias importantes, etc.

Hace muy poco tiempo que se ha terminado de descifrar el genoma
humano y cada dia se va sabiendo mas sobre las funciones de

los distintos genes. El entorno cientifico del deporte, consciente

de la importancia de este conocimiento, se suma a las lineas de
investigacién sobre genética humana y trabaja en la busqueda de
respuestas y aplicaciones que puedan ayudar a entrenadores y
deportistas.

Todo desarrollo tecnoldgico puede presentar unas potencialidades
de uso, que no de desarrollo, poco éticas. Ya se habla de un posible
dopaje genético o de la seleccidén de potenciales campeones a edades

tempranisimas segun su perfil genético, para su posterior explotacién

deportiva. También es cierto que ya se esté trabajando, desde las

instituciones competentes, con el objetivo de perseguir estas practicas

potencialmente ilicitas.

Frente al lado negativo que supone la amenaza del dopaje genético,
hay otros campos donde la aplicacién de estos conocimientos puede
llegar a ser altamente positiva.

En el ambito organizativo puede tener aplicacién en la politica de
orientacién deportiva y en la optimizacién de recursos.

Otro &mbito de aplicacién es el preventivo, en el que se ha comenzado
a trabajar hace tiempo, a fin de descartar posibles dolencias ocultas
que supongan una amenaza para la vida del deportista, como por
ejemplo los casos de muerte subita en el deporte.

También en el ambito del disefio de entrenamiento puede
encontrarse una clara aplicacién, al favorecer la personalizacién de
los entrenamientos, sobre todo en aquellos deportes que requieren
cualidades fisicas combinadas, por ejemplo el caso del remo, en el
que el rendimiento en el aspecto fisico se expresa como producto de
fuerza y resistencia. El conocimiento de las caracteristicas genéticas
del deportista permitiria orientar el tipo de trabajo a realizar en
funcién de sus puntos fuertes, ya que es alli, y no es sus debilidades,
donde se encontraran los mayores margenes de mejora.

El disenno de una planificacién deportiva en sus primeras etapas se
orienta hacia contenidos de tipo general, para mas tarde dirigirse
hacia los contenidos especificos, culminando al final de la carrera,
en la fase del maximo rendimiento, con un trabajo de orientacién
altamente individualizada. Esta individualizacién, centrada en un
entrenamiento personalizado, precisa de informacién concreta para
poder disefiar el trabajo apropiado a cada sujeto. Los pioneros de la
planificacién del entrenamiento, cuando detectaban una carencia
en el deportista, adoptaban la estrategia de trabajar insistentemente
sobre ella, abandonando su cualidad dominante. La légica del
entrenamiento dio un giro radical tras verificar los insatisfactorios
resultados alcanzados con su primera estrategia, al comprobar que
ésta constituia un error de cara al rendimiento y una gran pérdida
de tiempo y de esfuerzo, ya que donde progresa con facilidad el
deportista es en su cualidad dominante, mientras que en las no
dominantes, por mucho que se trabaje, el recorrido de mejora es
corto, perdiendo un tiempo y una energia valiosisimos.

La calidad y cantidad de informacién, directamente relacionada
con las necesidades del deporte practicado y con las caracteristicas
de cada deportista, reportaria grandes beneficios a los procesos de
diseno del entrenamiento deportivo, al personalizar la asignacién
de las cargas de trabajo y mejorar el rendimiento a la par que se
eliminarian esfuerzos que reportan escaso beneficio.

En teoria, determinar las caracteristicas genéticas de cada sujeto
para su desempeno en cada cualidad podria ser posible con simples

23
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test de rendimiento fisico, pero en una carrera deportiva avanzada la
acumulacién de afios de trabajo podria enmascarar estas diferencias
individuales, extrayendo conclusiones equivocadas que harian tomar
decisiones erréneas en el disefio del entrenamiento.

El objetivo de esta investigacion es determinar si existe un perfil
genético ideal en remo y en qué medida se diferencia este perfil de los
asociados a otros deportes ciclicos de resistencia.

El remo es un deporte que disfruta de un nivel de difusién amplio
y lleva muchos anos continuados de presencia en el contexto de
los deportes mas destacados a nivel mundial, lo que supone, entre
otras cuestiones, que ha sido profundamente estudiado y ha estado
presente en multitud de trabajos de investigacién dentro del ambito
de las ciencias asociadas al deporte. Por lo tanto, de cara a realizar
estudios sobre el hipotético perfil genético del remero ideal, se
partiria de un conocimiento muy definido de sus requerimientos,
sobre todo si nos centramos en una categoria tan homogénea como
el remo peso ligero masculino, ya que se podria acotar todavia mas
estos requerimientos.

Con objeto de abordar el estudio del papel de ciertos genes en el
rendimiento deportivo en remo, se realizard una descripcién de los
requisitos técnicos y biomecanicos, para continuar con una revisiéon
de los aspectos fisioldgicos vinculados al rendimiento en remo. Por
otro lado se revisaran las caracteristicas y capacidades demandadas
por dos deportes ciclicos de resistencia: ciclismo masculino de ruta y
atletismo masculino de fondo. Por tltimo se realizara una revision de
la literatura cientifica sobre genética y rendimiento deportivo.
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1.1 El remo

El deporte del remo esta reconocido como uno de los mas exigentes en
cuanto a demandas fisicas, pero no es menos exigente a nivel técnico,
ya que para la ejecucién del gesto técnico se deben superar tres grandes
dificultades. En primer lugar, los condicionantes implicitos del trabajo
con una méaquina, en segundo lugar el trabajo con apoyos acuaticos, que
requieren una precisa aplicacién de fuerza y de una gran sensibilidad
para potenciar el deslizamiento de la embarcacién y, por tltimo, al estar
la mayoria de los barcos configurados como equipo, se exige un gran
esfuerzo de sincronizacién entre los integrantes de la embarcacién si se
quiere llegar a alcanzar un alto rendimiento deportivo.

Segn Sanderson y Martindale @ el rendimiento en remo esta
condicionado por tres factores, el primero seria la potencia generada por
el remero, el segundo la potencia necesaria para mover el bote a una
velocidad dada, en este sentido poco se puede hacer dadas las normas
reglamentarias definidas por la Federacién Internacional de Remo (FISA)
y que condicionan el disefio hidrodinamico y de aplicacién de palancas en
el bote y por ultimo, el rendimiento en remo vendra condicionado por la
eficiencia en la aplicacién de la potencia por parte del remero, es decir su
nivel técnico.

El consumo de energia en el deporte del remo provendria, principalmente,
de las resistencias hidrodinamicas y del viento, aproximadamente un tercio
del total, mientras que el resto se produciria como consecuencia de las
resistencias internas y por el desplazamiento a proa y popa del remero .

Como en todo deporte de resistencia, un aspecto clave en el deporte del
remo es la eficiencia técnica, que podria definirse como la diferencia entre la
energia mecanica liberada por el remero y la energia perdida en la palada ©.

Esta eficiencia se ve mermada por dos factores, el primero seria la
cantidad de energia que se pierde en el momento de busqueda de apoyo
propulsivo de la pala en el agua, esta eficiencia propulsiva estaria cifrada
en valores comprendidos entre el 78,5% para el skiff y el 85,3% para el
ocho con timonel @, el segundo factor lo constituiria la pérdida de energia
por circunstancias relacionadas con el desplazamiento y su fluctuacién
de velocidad, en este sentido Sanderson y Martindale @ cifran esta pérdida
de eficiencia entre un 5% y 10%, a ello hay que afiadir las resistencias
hidrodindmicas, que segin Zatsiorsky y Yakunin © se incrementan segin
una funcién cubica de la velocidad del bote. La pérdida de eficiencia
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mecanica en el deporte del remo segiin Henry et al.® oscila en el rango del
16% al 24%.

El disenio del material de remo, como consecuencia de las limitaciones
reglamentarias definidas por la FISA, implica una propulsién alternativa
y la consecuente alternancia entre aceleraciones y deceleraciones V),
produciendo un efecto de cabeceo del bote que incrementa la resistencia
hidrodindmica, lo que repercute negativamente en la eficiencia. Esta
forma de deslizarse discontinuamente, a golpe de palada, supone una
concatenacién de sucesivos lanzamientos hacia proa de la masa de la
embarcacién mas la del remero o remeros, durante un tiempo que puede
llegar a ser prolongado. A tenor de esta mecanica de desplazamiento se
desprende el perfil deportivo del remero, que se podria definir como un
deportista paradéjico, que combinaria las cualidades de un deportista

de fuerza como un lanzador, y las de un deportista de resistencia, ya que
su trabajo tendra una ejecucién caracterizada por una reiteracién de
lanzamientos en un espacio prolongado de tiempo.

El barrido de la pala en el agua es clave para el avance de la embarcacién,
la parte de mayor efectividad, en la que el 100% de la fuerza aplicada

se transforma en fuerza Util, se produce cuando el remo se encuentra
perpendicular al casco, perdiendo efectividad en la medida en que se aleja
de este punto.

El barrido describe un arco asimétrico, ligeramente mas amplio en el
ataque que en la salida, ya que es necesario un cierto recorrido del remo
para alcanzar un apoyo estable de la pala en el agua, esto posibilitara
la adecuada transmisién de fuerza por parte del remero, a fin de que
ésta sea transformada en desplazamiento. Este apoyo se logra como
consecuencia del rapido movimiento de la pala hacia popa, generando
una diferencia de presién entre el haz y el envés de la misma, segtn el
principio de Benuilli. Nolte ® acufié una expresioén para este efecto en el
remo, la succién hidrodindmica. En funcién de la habilidad técnica del
remero, éste puede llegar a desaprovechar entre un tercio y un cuarto
de la energia aplicada en desplazar agua alrededor de la pala en vez de
generar empuje .

Manteniendo las proporciones de asimetria antes descritas, el recorrido
del barrido es ligeramente més amplio en couple que en punta. Este
barrido es del orden de -60° hacia proa y 40° hacia popa, considerando
como angulo 0 la perpendicular del remo con el bote.
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Como consecuencia de los distintos agarres entre punta y couple se
desarrollan distintos recorridos. En couple el d&ngulo de ataque esta entre -60
y -70°y el angulo alcanzado en la salida esta en torno a los +40°. En punta

el angulo de ataque esta entre -50 y -60° y el angulo de salida se sitia en
+30°. La diferencia de angulo en punta, se ve compensada con una mayor
longitud del remo y con una mayor superficie de la cuchara de la pala.

Una vez definidas las exigencias de la palada en remo y con el objeto de
concretar el tipo de requerimiento fisico en este deporte, seria necesario
considerar la distancia y el tiempo de competicién. En categoria absoluta
la distancia de regata es Unica, 2000 m en aguas muertas. A pesar de que
las competiciones se disputan en campos de regatas exentos de corrientes,
las condiciones climatolégicas pueden afectar sensiblemente al tiempo

de competicién. Los mejores tiempos, en la élite masculina, suelen oscilar
entre los 6'34” del skiff, y los 5'20” del ocho con timonel. Se pueden
presentar como ejemplo los datos de los Juegos Olimpicos de Atenas en
los que el ganador del skiff masculino marcé un tiempo de 6’49” mientras
que el ocho con masculino acreditd un tiempo de 5'42”, la aparente
discrepancia con respecto a los tiempos de referencia se justifica por las
diferentes condiciones de viento con que se disputaron ambas finales.
Como orientacién se adjunta tabla de mejores tiempos mundiales de remo
en categoria masculina (Tabla 1.1). En este deporte no se utiliza el término
récord, dada la gran influencia de las condiciones externas en el tiempo de
competicién, empleando, en su lugar, el concepto de mejor tiempo.

Tabla 1.1 Mejores tiempos mundiales de remo.(Ranking a final de temporada 2008/9).

Bote Tiempo Pais Lugar Afio
Skiff 6:33.35 NZL Poznan 2009
Dos sin timonel 6:14.27 GBR Sevilla 2002
Dos con timonel 6:42.16 CRO Indianépolis 1994
Doble Scull 6:03.25 FRA Poznan 2006
Cuatro sin timonel 5:41.35 GER Sevilla 2002
Cuatro con timonel 5:58.96 GER Viena 1991
Cuatro Scull 5:36.20 AUS Beijing 2008
Ocho con timonel 5:19.85 USA Atenas 2004
Skiff ligero 6:47.82 GBR Eton 2006
Dos sin timonel ligero 6:26.21 IRL Paris 1994
Doble Scull ligero 6:10.02 DEN Amsterdam 2007
Cuatro sin timonel ligero 5:45.60 DEN Lucerna 1999
Cuatro Scull ligero 5:45.18 ITA Montreal 1992
Ocho con timonel ligero 5:30.24 GER Montreal 1992
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También seria necesario tener en cuenta la distancia promedio de

avance por palada, la cual se aproxima a los 10 m, esto supone que en
condiciones normales el gesto ciclico se repetira entre unas 220 y 260
veces por regata. Segun los datos de los Juegos Olimpicos de Atenas, el
ganador del ocho con timonel masculino desarrolldé un avance promedio
por palada de 9,15 m, mientras el ganador del skiff masculino desarrolld
un avance promedio por palada de 7,86 m, lo que les supuso un total de
218 y 254 paladas, respectivamente, para cubrir los 2000 m de regata.
Estas embarcaciones representan los valores extremos en cuanto a avance
por palada, el resto de los botes se sitian entre ambas referencias.

Y por ultimo, es muy importante tener en cuenta un valor como la
frecuencia de palada, que en el tramo central de la regata oscila entre

las 34-40 paladas/minuto. Utilizando los mismos registros obtenidos en
los Juegos Olimpicos de Atenas encontramos que el ganador del skiff
masculino se le midié una frecuencia media de 37,3 paladas/minuto,

el valor menor se dio en el segundo parcial de 500 m con 35,7 paladas/
minuto y el mayor en los ultimos 500 m con 39,5 paladas/minuto. En el
otro extremo, representado por el ocho con timonel masculino, se registrd
una frecuencia media de 38,3 paladas/minuto, el parcial remado a menor
frecuencia fue el correspondiente a los terceros 500 m cubiertos a 36,7
paladas/minuto y la mayor frecuencia promedio se dio en el primer
parcial de 500 m con 41,1 paladas/minuto.

Segun Kleshnev ® existe una elevada relacién entre la potencia aplicada
sobre el remo y la frecuencia de palada (r=0,72-0,89), observandose una
relacién lineal positiva en el caso de la técnica de punta, mientras que
en couple se observa una relacion curvilinea en la que a medida que se
incrementa la frecuencia de palada el aumento de la potencia se hace
menor.

Seguin Secher @ la resistencia al avance experimentada por un bote de
competicién progresa al cuadrado del incremento de la velocidad, lo que
supone un incremento de 3,2 veces en el gasto de energia, sin embargo el
incremento del costo metabdlico es tan solo 2,4 veces superior.

1.1.1 Factores fisiolégicos relacionados con el rendimiento
en remo

Tras la descripcion de las caracteristicas y demandas propias
del gesto técnico del remo y de su aplicacién en competicién,
es posible tomar conciencia de la tremenda exigencia fisica
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de este deporte. Por otra parte se empieza a captar la aparente
contradiccién en las cualidades demandadas al remero para
alcanzar el maximo rendimiento deportivo, 1o que hace de éste uno
de los deportistas méas completos del programa olimpico actual.

Méestu et al. "9 categorizan el remo, desde el punto de vista
fisiolégico, como un deporte de fuerza resistencia.

En la vertiente resistencia el principal valor fisioldgico a tener en
cuenta es el consumo méximo de oxigeno. En este deporte tiene
gran importancia el consumo maximo de oxigeno en valores
absolutos frente a otros deportes como la carrera atlética, donde
el consumo maximo de oxigeno en relacién al peso es muy
importante. Aunque el remero tenga un elevado peso corporal no
penaliza tanto su rendimiento como en otros deportes, ya que el
deportista no debe soportar su propio peso y su desplazamiento
se ve favorecido por el deslizamiento en el medio acuético,
coincidiendo con este planteamiento Russo et al. ¥ encontraron
una alta densidad corporal en los remeros. En este deporte se
puede tolerar un elevado peso del remero, pero teniendo en
cuenta en todo momento la composicién corporal, penalizando
a los deportistas con mayor proporcién de peso graso, frente a
los remeros con mayor proporcién de peso magro. Normalmente
encontraremos aparejado al incremento de estatura un
proporcional incremento de peso corporal, algo que beneficiaria
a la vertiente de lanzador, que caracteriza al remero, pero que
podria perjudicar a la del fondista.

Las demandas, en cuanto a amplitud de movimiento, que exige
el correcto gesto técnico de la palada, suponen una clara ventaja
para aquellos remeros de mayor estatura, al poder cubrir este
recorrido ideal sin necesidad de forzar la flexién articular, lo
que les permite una mas comoda y eficiente aplicacién de

la fuerza, sobre todo en el momento del ataque, a la par que

se mantiene el angulo éptimo de barrido en la palada. Esta
situacién es mas acusada, si cabe, en la modalidad de punta.
Hirata ¥ encontr6 una diferencia de estatura en los remeros
de elite a favor de los especialistas en punta, que presentaban
0,02 m y 3,8 kg més en el caso de los hombres y 0,035 m y 3,5
kg en el caso de las mujeres, esta diferencia de estatura queda
plenamente justificada porque en la modalidad de couple
resulta mas facil que en la de punta alcanzar el arco éptimo de
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palada. En la modalidad de punta resulta necesario forzar mas la
flexién articular para alcanzar el &ngulo de ataque y afiadir una
importante rotacion de tronco, es por esta razén que los remeros
més altos resultan beneficiados al poder alcanzar con menor
esfuerzo el angulo 6ptimo de ataque.

Dado que las embarcaciones de remo son extremadamente
estilizadas y consiguen deslizarse por el agua con un minimo
rozamiento, el incremento de peso corporal del remero no
perjudica de manera sensible la velocidad del bote, por lo que
el prototipo ideal del remero se ajusta al de un deportista de
gran tamarno, mas de 1,90 m, este modelo antropométrico pone
en riesgo de exclusioén a la mayor parte de la poblacién, ya que
se encuentra por debajo de estos valores. Estas circunstancias
motivaron que la Federacion Internacional de Remo se plantease
una modificacién reglamentaria que fomentase la participacién
de remeros con tipologia mas diversa. La solucién encontrada
fue la creaciéon de la categoria de peso ligero.

Independientemente del peso corporal del deportista, el factor
fuerza seguird siendo muy importante, tanto para remeros

de la categoria peso ligero como peso pesado. El remero es un
deportista capaz de generar inusuales niveles de fuerza a bajas
velocidades de contraccién 2. El tipo de fuerza demandada

en el deporte del remo es relativamente lenta (contracciones
musculares de 0,3-0,4 seg)?, y en consecuencia el remero
expresa altos valores de fuerza a baja velocidad de movimiento,
implicando un 70-75% de fibras musculares de contraccién
lenta. Steinacker ¥ ofrece datos similares con presencia de un
70% de fibras lentas, en el mismo sentido se expresan Roth et al.
%) afirmando que las caracteristicas de las fibras musculares
del remero son altamente especificas, pero con una mayor
proporcién de fibras rapidas en los musculos que intervienen
en el ataque.

Por otra parte Steinacker et al.%® encontraron que en una regata

de remo, con duraciones de entre 5,5 y 8 min. se produce un
trabajo, tanto estatico como dinamico, que llega a involucrar
aproximadamente al 70% de la masa muscular corporal,
desarrollando un promedio de potencia por palada de 450 a 500 W,
datos similares fueron presentados por Dal Monte y Komor (/).
Utilizando un ergémetro Gjessing al que se le aplicd un sistema
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de galgas extensiométricas, Hartmann et al. ®® registraron picos
de potencia en remeros de nivel mundial de hasta 3230 W en
hombres y 1869 W en mujeres en un test de 5-10 paladas.

Ya se ha tratado anteriormente la distancia y tiempos promedios
de una regata de remo, pero es preciso definir el tipo de esfuerzo
exigido en este modelo competitivo. En la regata de remo se van
a demandar grandes cantidades de energia a través de las vias
aerébica y anaerdbica 9. Vermulst et al. @ cifran en un 70-80%
la contribucién aerdbica en la competicién de remo; Shephard
@Y afirma que el esfuerzo del deporte del remo en una distancia
de 2000 m seria aproximadamente un 70% aerébico, y el pico

de lactato en sangre se cifraria entre 11-19 mmol-1?, llegando

en casos excepcionales hasta 25 mmol 1. Estos datos coinciden
plenamente con los registrados en los remeros del Equipo
Nacional Espafiol, tanto de remeros pesados como ligeros en el
Centro Nacional de Medicina Deportiva del Consejo Superior de
Deportes (C.S.D). De todos modos, en funcién del momento de la
regata, variaran sensiblemente los requerimientos metabélicos,
frente a los datos de predominancia aerébica en el conjunto

de la regata, segiin Kramer et al. ®? en el primer tramo de la
competicién cobra gran importancia la componente anaerdbica,
aligual que en regatas de menos duracién @.

Secher @ en un trabajo sobre aspectos fisiolégicos medidos en
condiciones de competiciéon, concluyod que el coste metabdlico
en una regata de 6,5 min, para los pesos pesado masculino, se
encontraba en torno a 6,7 I-min* con una ventilacién de 243
I'min, la contribucién anaerébica en regatas de esta duracion
la estimé en un rango de entre el 21% y 30%. También detectd
un incremento de la presién sanguinea en el momento del
ataque cercano a los 200 mmHg, de igual manera describe

un engrosamiento de las paredes cardiacas de los remeros de
competicién a la par que un incremento en el volumen de sus
cavidades.

Mikulic et al.®® realizaron un estudio con remeros croatas en

el que se establecian las diferencias entre sus representantes

de alto nivel internacional y aquellos de nivel nacional,
encontrando un consumo maximo de oxigeno superior para

los del primer grupo con 5,51 + 0,40 I'min™, frente a 5,16 + 0,39
I'min en el caso de los remeros de nivel nacional; mientras que
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la potencia desarrollada en el umbral anaerdbico fue de 346

+ 17,9 W en los internacionales, frente a 319,2 + 20,1 W en los
nacionales; en el &mbito antropomeétrico presentaron mayores
dimensiones los remeros internacionales, salvo en dos apartados
como el pecho y circunferencia de muslo donde eran superados
por los nacionales.

Por otra parte Fiskerstrand y Seiler ®* realizaron un estudio
longitudinal, desarrollado entre 1970 y 2001 con remeros
noruegos de alto nivel en la categoria peso pesado, en el que se
recogian datos sobre consumo maximo de oxigeno, cifrandose
entre 5,8 + 0,2 I'min en la década de los setenta y 6,5 + 0,4
I'min en el 2000, valores correspondientes a remeros de una
gran corpulencia, con una estatura promedio de 1,91 m y un
peso promedio de 89,5 kg. Estos datos presentan a un conjunto
de remeros con un peso corporal superior en un 23% al del
equipo espanol peso ligero y describen valores de consumo
maximo de oxigeno claramente superiores en términos
absolutos, pero si comparamos los valores promedios del equipo
espanol, en términos relativos, obtenidos en el Centro Nacional
de Medicina del Deporte del C.S.D. (4,9 + 0,3 I-min), se puede
observar que las diferencias son minimas (Tabla 1.2).

Tabla 1.2 Comparativa de VO, méax absoluto y relativo medios, de remeros pesados noruegos y ligeros espafioles.

V02 max Absoluto V02 max Relativo
Remeros Noruegos Pesados 58+0,2-mint 63,7 ml-kgtmint
Década 1970
Remeros Noruegos Pesados 6,5+0,5I-mint 71,4 ml-kg*-mint
Afio 2000
Remeros Espafioles Ligeros 4,9 + 0,3 I'min?! 70 ml-kg!-mint
1977-2006

Secher ©9 registré elevados valores de consumo de oxigeno

en remeros pesados de 6,0-6,61 1-min, datos igualmente
coincidentes con los de los remeros noruegos de la misma época.
En 1988 Howald *) publica datos de remeros ligeros entre los que
destaca su consumo de oxigeno relativo de entorno a 75 ml-kg-
1-min, datos que coinciden con los publicados por Steinacker 4.
El consumo maximo de oxigeno (VO, max) se ve incrementado

como consecuencia de la masa muscular implicada #29, algo
que justificaria las diferencias encontradas entre estos dos
grupos de remeros de dos categorias diferentes.

A fin de comparar grupos de remeros mas homogéneos,
podemos poner en contraste los datos publicados por Ming-Kai
et al.®% sobre las caracteristicas fisioldégicas y antropométricas de
9 remeros peso ligero de élite en Hong Kong, con una estatura
175,9 + 3.0 cm, peso 71,7 + 2,5 kg y porcentaje de grasa 7,1+ 2,5%,
para alcanzar un VO, max 4,30 + 0,3 I'-min*, en el consumo de
oxigeno relativo podemos observar unos datos sensiblemente
inferiores a los de los remeros espafioles, acorde con la
diferencia de rendimiento en competiciones de alto nivel, vg.
Campeonatos del Mundo, algo que no sucedia con los remeros
pesados noruegos, que presentan unos resultados del maximo
nivel en mundiales, en la linea de los ligeros espatioles.

Otro trabajo con remeros peso ligero fue el realizado por Yoshiga
e Higuchi ©9, donde comparaban los resultados obtenidos en test
de remo con otro test de carrera. En este estudio se incluian 55
varones, de 23 + 3 afios que remaban regularmente, de 176 £ 5
cm con una masa corporal de 72 + 6 kg y un porcentaje de grasa
del 11 + 3%, entre otros datos en este estudio se encontraron
valores de VO, max de 4,5 + 0,5 I'min™ en el test progresivo de
remo, dando valores de 0,2 I-min™ superiores a los alcanzados
en el test de carrera, cifrando en un 3% la diferencia a favor del
remo, mientras que la frecuencia cardiaca maxima fue de 194

+ 8 pulsaciones en remo y de 198 + 11 en carrera, por otra parte
el pulso de oxigeno (VO, max/HR méax) fue superior en remo y

el equivalente ventilatorio de oxigeno (V, max / VO, max) fue
similar en ambos casos.

El corazén del remero también presenta unas caracteristicas
destacables, con una notable hipertrofia cardiaca que puede
ser debida, fundamentalmente, a las maniobras de Valsalva

repetidas en cada palada 32,

Una vez definido el perfil de los remeros en cuanto a valores
antropomeétricos, tipo y demanda de fuerza solicitada y valores
fisiolégicos de resistencia presentes en la alta competicion, se
puede avanzar un paso mas en cuanto a intentar definir los
principales factores predictores del rendimiento en remo.
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Cosgrove et al.®¥ en un estudio sobre una muestra de 13 remeros,
encontraron que los mejores predictores de la velocidad obtenida
en una prueba de 2000 m sobre remoergometro fueron el VO, max,
(r=0,85) y la masa magra (r=0,85). La fuerte asociacién encontrada
por estos autores entre el valor absoluto de VO, méax y la velocidad
es congruente con lo informado en otros estudios 42220,

Gayer ™ encontr6 que en el rendimiento en remo las principales
diferencias fisioldgicas halladas entre los campeones y los

no campeones, radicaban en el pico de potencia, el umbral
anaeroébico y la masa corporal magra.

Yoshiga e Higuchi % realizaron un estudio valorando el
rendimiento en remo, tanto en hombres como en mujeres,
teniendo en cuenta la estatura, el peso corporal, el peso magro
y el consumo maximo de oxigeno. En el estudio participaron 71
mujeres y 120 hombres, con edades entre 18 y 24 anos de edad
y morfologias diversas, encontrando notables correlaciones
entre estatura y rendimiento (r=-0,81), peso total y rendimiento
(r=-0,85), peso magro y rendimiento (r=-0,91) y VO, max y
rendimiento (r=-0,90), expresando el rendimiento en tiempo
sobre la distancia de 2000 m en remoergémetro Concept II.

Ingham et al. 9 a partir de una muestra de 23 hombres (19 remeros
pesados y 4 ligeros), y 18 mujeres (13 remeras pesadas y 5 ligeras),
realizaron un estudi6 en el que los sujetos fueron sometidos, por
una parte, a un test discontinuo incremental en remoergémetro
para determinar el umbral de lactato, VO, max., y potencia
desarrollada al VO, méax y, por otra, a un test de cinco paladas
maximas para determinar la fuerza maxima, el pico maximo de
potencia y longitud de la palada. Las variables que presentaron
una mayor correlaciéon con el rendimiento operativizado como el
tiempo alcanzado en el test fueron: la potencia desarrollada al VO,
max (r=-0,95), el V, max relativo (r=-0,88), el VO, max en el umbral
lactico (r=-0,87), el peso corporal (r=-0,82), y la estatura (r=-0,70).
En este mismo estudio encontraron que habia substanciales
diferencias de rendimiento entre pesos y sexos, quedando cifrada
la diferencia en ergébmetro entre hombre y mujeres, sin importar
categoria en un 7,7%, mientras que entre ligeros y pesados la
diferencia era del 5,5%. Estas diferencias en el agua, con datos
obtenidos en la mejores competiciones internacionales del ano
1997 al 2001, fueron del 10,9 y 4% respectivamente.
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Barrett y Manning ©® confeccionaron un trabajo, realizado

con 15 remeros australianos de €élite, sobre las relaciones del
rendimiento en skiff, en la distancia competitiva de 2000 m,
con una serie de factores asociados al rendimiento especifico,
encontrando unas elevadas correlaciones con el tiempo en test
de 2000 m en remoergdmetro (r=-0,90), masa corporal (r=-0,87),
altura (r=-0,86), y la longitud seleccionada del remo (r=-0,84).
Concluyendo que el remero tiende a ser cada vez mas grande
y fuerte, ademas ese incremento de dimensiones corporales le
permite utilizar remos més largos con mayores palancas.

Bourdin et al. ® encontraron, en un estudio realizado con

31 remeros pesados y 23 ligeros, que el elemento con mayor
capacidad de prediccién del rendimiento del remero era el
pico maximo de potencia sostenido en un test incremental
de ergdmetro (r=-0,92), seguido del VO, max (r=-0,84), la masa
corporal -en su estudio valora la masa absoluta, no el peso
magro- (r=-0,65) y el VO, max al umbral lactico (r=-0,49).

Dentro de los remeros peso ligero, que tienen determinado por
reglamento el peso de competicién, la variable peso corporal
puede no ser tenida en cuenta, no obstante hay trabajos que
valoran el rendimiento de este grupo de remeros a partir de

su composicién corporal. Slater et al. ©¥ realizaron un estudio
con remeros peso ligero australianos, encontrando que los
deportistas con mejor rendimiento, en skiff 2000 m, eran
aquellos que tenian menor porcentaje graso (8,4 seg kg p<0,01)
y mayor porcentaje de masa muscular (-10,2 seg kg'* p<0,01).

El deporte de alta competicién actual se caracteriza por altos
niveles de exigencia y rendimiento, en este contexto el remo esta
reconocido como uno de los de mayores exigencias fisioldgicas,
para alcanzar estos valores se precisan grandes demandas en
los entrenamientos. Steinaker et al. ® registraron datos del
entrenamiento realizado por remeros en su preparacién previa

a los Campeonatos de Mundo, informando sobre volimenes

de 190 min-dia* de los cuales del 55 al 65 % se realizaban en

el bote y el resto en entrenamiento no especifico, el volumen

de entrenamiento semanal de remo se situaba entre 120 y 150
km, por otra parte, del total de los kilometros anuales, sdlo

se desarrollaban a alta intensidad entre el 4 y el 10%. Este
planteamiento es coincidente con el expresado por otros autores ®).
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El volumen del entrenamiento anual se ha incrementado en las
ultimas tres décadas en un 20%, fundamentalmente a expensas
del trabajo realizado en la fase invernal. En la actualidad los
ganadores de medallas mundiales entrenan entre 1100 y 1200
horas al afio. La organizacion del entrenamiento, atendiendo a
su intensidad, ha sufrido importantes ajustes en el periodo de
trabajo invernal, por una parte se ha restado protagonismo al
trabajo a altas intensidades (105-115% del VO, max), a la par
que se ha incrementado el volumen de trabajo a intensidades
claramente inferiores al umbral lactico (90-95% del VO, max)

y se sugiere que el trabajo ideal seria el de un entrenamiento
polarizado con el 75% por debajo del umbral lactico #°.

La dedicacién al entrenamiento en un remero de alta competicion
en la actualidad, supone un promedio de 1100 a 1300 horas

ano, con un total de 600 sesiones, al menos el 75 % dedicadas
especificamente al remo, y un volumen anual aproximado de
6500 a 7500 km de remo.

1.1.2 El remo peso ligero masculino

Como se ha comentado en apartados anteriores, la diferencia de
tamafo del remero repercute enormemente en el rendimiento
final sobre la distancia de 2000 m. El gigantismo hacia el que se
dirigia el remo a finales de los afios sesenta hizo reflexionar a

la Federacién Internacional, ya que esta situaciéon amenazaba
con cerrar, casi por completo, el camino de los remeros menos
grandes a las competiciones de alto nivel. Esta realidad limitaba,
ademas, el objetivo de crecimiento internacional de este deporte,
ya que, de partida, muchos paises, fundamentalmente orientales,
con poblacién de estaturas predominantemente bajas se veian
casi excluidos del éxito en las competiciones internacionales

de remo. En este sentido Khosla ¢ afirma que las exigencias de
estatura requeridas para el alto rendimiento en remo limitan
enormemente las posibilidades de éxito en la mayoria de las
poblaciones de Asia, Africa y Latinoamérica.

Para ilustrar con datos la gran masa corporal de los remeros
campeones, basta con citar un estudio realizado por Secher
%) para la Federacién Internacional de Remo, donde se les
comparaba con la poblacién general de Canadi, el trabajo
concluia que los remeros pesados campeones del mundo eran
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un 10% mas altos y un 27,2% mas pesados que la media de la
poblacién canadiense. Dentro de los propios remeros se pueden
apreciar grandes diferencias, por ejemplo Hirata 2 encontré que
los campeones del mundo en skiff categoria pesado eran 0,12 m
mas altos y 9,6 kg més pesados que la media de los campeones
nacionales del mismo bote.

En otros estudios se comprueba que no existen grandes
diferencias en cuanto a caracteristicas antropométricas entre
remeros peso ligero y la poblacién general, pero si que se
observan grandes diferencias fisiolégicas, sobre todo a nivel de
potencia aerdbica 0.

El remo siempre fue un deporte amante de las tradiciones y
entrar en cambios radicales, aunque fuese para ampliar su
difusion, se hacia verdaderamente dificil. Las alternativas
pasaban por modificaciones reglamentarias que afectasen

a la distancia de regata o limitar el disefio de los barcos, lo

que suponia modificar los campos de regatas o la totalidad

de la flota, estas soluciones hubieran representado un costo
econémico muy elevado. Al final, tras barajar opciones y con la
voluntad asumida de abrir las puertas a todo tipo de remeros, se
tomé la opcién de crear una nueva categoria definida por el peso
corporal de los mismos.

La decisién final se concretd en el establecimiento de una
limitacién de hasta un méaximo de 70 kg de peso corporal
promedio en la tripulacién, no obstante se permite una
desviacién individual méaxima de + 2.5 kg, manteniendo la media
de la tripulacién por debajo del limite reglamentario de 70 kg. Se
contempla una excepcién para la embarcacién individual, en la
que se le concede al remero un peso corporal méximo de 72,5 kg.
Estas limitaciones siguen inalterables hasta el dia de hoy.

El hecho de que existan limitaciones de peso no quiere decir

que los remeros ligeros sean pequenios, ya que su media de
estatura se encuentra en entorno a 1,80 m, pero sus dimensiones
corporales distan bastante de las registradas en la categoria
absoluta, que en el caso de los hombres alcanzan valores
antropométricos medios superiores a 1,90 m de talla, 98 kg

de peso y 2,10 m de envergadura. Al no existir limitaciones
reglamentarias no son infrecuentes las tripulaciones que




PARTE | Introduccion / El remo 38

superan el promedio de estatura de los 2 m, este incremento
de la envergadura permite, como se vio anteriormente, una
amplitud éptima de palada sin necesidad de forzar la posiciéon
de ataque.

Secher @ realiz6 en un estudio longitudinal sobre la evolucién
antropomeétrica de los remeros, cifrandola en un crecimiento

de 0,02 m y 5 kg por década, con estos datos de Secher cabria
pensar que las diferencias de rendimiento entre remeros pesados
y ligeros irdn en aumento, dado que los ligeros siguen en los
mismos valores desde 1974 -afo de la creaciéon de la categoria-,
pero muy al contrario las diferencias de tiempo de regata han
disminuido. Esta aparente contradiccién puede resolverse
atendiendo a varios factores, ya que a pesar de que los pesados
han seguido progresando, los ligeros lo han hecho en mayor
medida, posiblemente por su entrada en el Programa Olimpico
en 1996, también porque se disputan menos embarcaciones,

lo que supone concentracién de talentos, ademaés de que

la igualdad de las regatas es méaxima y fuerza al progreso y

por ultimo la universalizacién pretendida por la Federacién
Internacional ha supuesto que cada dia sean mas paises los que
se suman a esta categoria, elevando el nivel de la misma.

Frente a los remeros de categoria peso pesado, que en su
programa olimpico disponen de seis embarcaciones, tres de
couple y tres de punta, los ligeros concentran sus esfuerzos

en dos embarcaciones, una de copule y una de punta, por

otro lado la proporcién por modalidades queda ligeramente
desequilibrada, siendo veintiuno los remeros pesados de punta
frente a los cuatro ligeros y siete pesados en couple frente a los
dos ligeros de la misma modalidad.

A pesar de que es una categoria relativamente reciente en la
dilatada historia del remo, la de peso ligero ya puede presentar
una cierta trayectoria histérica, tanto a nivel nacional como
internacional. Los primeros Campeonatos del Mundo para peso
ligero masculino se disputaron en Lucerna, Suiza, 1974, mientras
que los primeros Campeonatos del Mundo para peso ligero
femenino se disputaron en Hazewinkel, Bélgica, en 1985.

Aunque el primer Campeonato del Mundo categoria peso
ligero, con denominacién Campeonato FISA, se celebré en 1974,
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Espafia no comenz6 su andadura en esta categoria hasta 1977,
arrancando con éxito, ya que consigui6 una medalla de plata en
ocho con timonel. En los 33 afios (1977-2009) de participacion
espanola continuada en categoria masculina se han obtenido
un total de 22 medallas, repartidas en seis oros, cinco platas y
once bronces.

La némina de medallistas espatioles llega hasta un total de 39
remeros, con un reparto de medallas conseguidas que oscila
entre ocho por parte del mas laureado y una por los menos
condecorados, con una media de 2,6 medallas por remero.

En los 33 afios de competicién se han conseguido medallas

en 16 de ellos y de forma consecutiva desde 1977 hasta 1986,
periodo en el que Espafia se asentd como potencia mundial en
este deporte.
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1.2 Deportes ciclicos y de resistencia asimilados

Para caracterizar el perfil genético de los remeros peso ligero masculino
espanoles del méaximo nivel internacional se compararan con

otros deportistas espafioles, igualmente de alto nivel internacional,
pertenecientes a otras disciplinas deportivas afines por sus exigencias
fisiolégicas, propias de los deportes de resistencia, que ademas responden
al patréon de ejecucion técnica de los deportes ciclicos. Los deportes
seleccionados por su mayor afinidad fueron el ciclismo en su modalidad
de ruta y las carreras de fondo en atletismo.

A pesar de las grandes similitudes iniciales en estos tres deportes, existen
algunas diferencias, que deben ser tenidas en consideracién, para lo que
se realizard una breve descripcién de las caracteristicas de estos dos
deportes afines al remo.

1.2.1 El ciclismo, ruta masculina

Las caracteristicas fisioldgicas del grupo de los ciclistas
vendran determinadas por las exigencias generadas en su

tipo de competicién. Los corredores valorados en este estudio
pertenecen a la modalidad de ruta y especializados en carreras
por etapas, destacando en las grandes vueltas de tres semanas
(Vuelta, Giro y Tour).

Las tres vueltas ciclistas del maximo nivel son eventos disputados
a lo largo de tres semanas sobre un recorrido total préximo

a los 3500 km, con un dia de descanso y con una estructura
similar. Normalmente, estas pruebas estan constituidas por

tres etapas contra reloj, de cuatro a seis etapas de montana y el
resto son etapas de perfil mas o menos llano. Las etapas contra
reloj normalmente son pruebas predominantemente llanas

y de caracter individual (excepcionalmente en estas vueltas
puede anadirse una cronoescalada o contra reloj por equipos)

de aproximadamente 40-50 km (excepto la etapa prélogo de
aproximadamente 6-8 km). Las etapas de montafia, de 170 +

30 km, presentan distintos grados de dureza y pueden llegar a
incluir un total de cuatro o cinco puertos de primera categoria o
categoria especial, a lo que hay que aniadir las duras condiciones
climatolégicas del mes de julio francés o el final del verano
espaniol. El resto de las etapas son de perfil més o menos llano y
con distancias en torno a los 200 km.
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Normalmente se decide la carrera en las etapas contra reloj y/o
en las etapas de montana, por lo que los aspirantes al triunfo
deberan ser grandes especialistas, en al menos, uno de estos
tipos de etapa sin desmerecer en exceso en la otra, por lo que las
caracteristicas de los ganadores conjugaran las cualidades de los
distintos especialistas. Otros especialistas como los esprinters o
rodadores dificilmente llegan a tener opciones de triunfo global
en estas grandes vueltas.

Entendiendo que las caracteristicas del campedn en

ciclismo en ruta se ajustaran a las de los contrarrelojistas o
escaladores, se hace necesario describir las exigencias propias
de estos tipos de corredores.

Los contrarrelojistas tienen que ser capaces de adoptar una
posicién aerodinamica forzada durante mucho tiempo, algo
imprescindible para minimizar la resistencia aerodinédmica

que se genera al rodar por encima de los 50 km/h, y sin que

se resienta su rendimiento, esto puede presentar ciertos
problemas en cuanto a la posible oclusién de la arteria iliaca
como consecuencia de la accién del psoas iliaco afiadido a

la acentuada flexién de cadera, que exige el uso del manillar

de triatlén en la posicién aerodinamica “Y, por otra parte los
especialistas en contrarreloj deberdn ser capaces de desarrollar,
a lo largo de la prueba, potencias promedio por encima de los
400 W, los grandes especialistas llegan a ser capaces de correr
més de una hora por encima de los 500 W como Miguel Indurain
que llegd a mantener una potencia promedio de 509 W durante
los 53,04 km en su récord de la hora ##). Los contrarrelojistas
trabajan durante la prueba por encima del 90 % del VO, max,
cifrandose éste en valores en torno a 70 ml-kg-min todo

ello pedaleando a frecuencias de aproximadamente 100-110
pedaladas por minuto.

Los escaladores son corredores capaces de desarrollar su mejor
rendimiento en las etapas de montarnia, donde se enfrentan a
esfuerzos sostenidos a lo largo de tramos superiores a los 10 km
con pendientes promedio del 5% al 10% y rampas superiores

al 20%, en etapas de aproximadamente 200 km, lo que supone
esfuerzos puntuales de mas de 45 minutos desarrollados de
manera consecutiva en cada uno de los puertos de montaiia,
hasta cuatro o cinco, en el contexto de las cinco o seis horas
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de duracién de la etapa. Son por lo tanto grandes fondistas,

que presentan un ratio favorable en las proporciones peso
potencia, de entorno a 6 W-kg* o superiores, por lo tanto un
corredor de 70 Kg estaria aplicando potencias de referencia

en torno a los 420 W. Las velocidades de ascenso son bajas en
términos relativos (~20 Km/h), con lo que el efecto del calor

en verano incrementa la sensacién de fatiga. Los escaladores
en los momentos decisivos de la competicién trabajan a

altas intensidades (> 90% del VO, max) similares a las de los
contrarrelojistas “+%). La frecuencia de pedaleo es sensiblemente
inferior a la utilizada en contra reloj, situdndose entre las 60-80
pedaladas por minuto “9, aunque excepcionalmente se pueden
encontrar corredores, como Pantani o Armstrong, capaces de
escalar a frecuencias superiores (100 pedaladas por minuto).

Antropométricamente los corredores de contrarreloj son mas
grandes (1,80-1,85 m) y pesados (70-75 kg), que los escaladores
(1,75-1,80 m y 60-66 kg) 54,

Los valores de consumo maximo de oxigeno en los primeros
clasificados en las grandes vueltas se encuentran entre los 5,0 y
5.1 1'min”, los consumos relativos tienden a ser superiores en los
escaladores (70-80 ml-kg*min™?) que en los contrarrelojistas (~70
ml-kg?min), aunque se pueden encontrar valores excepcionales
en corredores excepcionales como Miguel Indurain con 6,4
I'min , y 79 ml-kg-1-min™ para sus 81 kg de masa corporal “?.

Dado el tipo de esfuerzo muscular desarrollado las fibras
musculares predominantes son del tipo I 9.

1.2.2 El atletismo, fondo masculino

Al considerar las caracteristicas de los corredores del fondo
atlético, surgen variables diferentes si lo comparamos con

el remo o el ciclismo, deportes con mas aspectos en comun.

Por una parte, en el caso de los estudios relacionados con el
atletismo de fondo se encuentran las necesarias referencias

en cuanto a morfologia o perfiles fisioloégicos diferenciando
corredores negros y blancos y, quiza mas importante, se tienen
maés en consideracién aspectos relacionados con el peso corporal
o distribucién anatémica del mismo, aspecto igualmente ligado a
los origenes étnicos.

PARTE I Introduccion / Deportes ciclicos y de resistencia asimilados 43

Dada la natural técnica del desplazamiento en la carrera
atlética, sin ayuda de un implemento mecénico (embarcacién
o bicicleta), que soporta en gran medida el peso corporal, la
ligereza del corredor cobra especial relevancia de cara a la
consecucién de elevados valores de eficiencia de carrera.

Respecto al consumo de oxigeno los datos descritos en los
estudios realizados con atletas de fondo, a pesar de la gran
variedad de distancias, desde los 3000 m hasta los 42.195 km,
resultan ser bastante similares a los referidos para remeros y
ciclistas. Lucia et al. “ recoge valores de 73,8 + 5,6 ml-kg*-min**
para corredores eritreos de alto nivel y de 76,8 + 6,1 ml-kgtmin*
para sus homologos espanoles, la gran diferencia se encontrd

en el costo energético de carrera a 21 km- h?, que fue menor en
los eritreos (65,9 + 6,8 ml-kg-min) que en los espanoles (73,6 +
5,7 ml-kgtmin). Saltin et al. ®® compara igualmente corredores
kenianos con corredores escandinavos informando valores
similares a los anteriores (~80 ml-kg*min-1y 79 ml-kg?min-1
respectivamente), datos también muy proximos a los publicados
por Doherty et al. ®Y con corredores de elite britdnicos (79,1
ml-kgt-min). Algunos estudios informan de valores més bajos
en corredores sudafricanos de color (71,5 ml-kg*-min-?) 6253,

En el caso del fondo atlético, el rendimiento parece mas ligado

a la economia en carrera, que puede deberse a varios factores,
en primer lugar a la composicién de fibras musculares que es
marcadamente tendente hacia las de tipo I ®+*’), datos similares
a los detectados en ciclistas y remeros, otra de las razones que
puede abundar en el apartado de la eficiencia en carrera puede
ser el indice de masa corporal, ligeramente menor en corredores
de color o la masa de las extremidades inferiores, con muslo mas
ligero y sobre todo pierna mas ligera y de menos didmetro en el
caso de los corredores africanos, por ultimo, las condiciones de
vida y el entrenamiento desarrollados en altura, ~2600 m en el
caso de los eritreos, pueden contribuir a la mayor eficiencia de
carrera, aunque existen estudios que muestran que los valores
sanguineos de estos deportistas no difieren excesivamente de los
obtenidos en corredores espanoles 9.
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1.3 Genética y deporte

El campo de la genética y el rendimiento deportivo, es un campo
relativamente novedoso. Aunque falta mucho trabajo, antes de obtener
una comprensiéon total de los muchos genes que estan a la base de

los rasgos que influyen en el rendimiento deportivo, los avances
proporcionados por las técnicas de genética molecular han facilitado, de
forma considerable, la capacidad de los investigadores para identificar
factores genéticos relacionados con el rendimiento deportivo.

El impacto del componente genético en el rendimiento deportivo

se investiga desde tres grandes perspectivas ©#9, los estudios de
heredabilidad intentan valorar la contribucién genética y ambiental sobre
los fenotipos, Un segundo gran método es el Genome-wide linkage scans,
que consiste en un examen genético de marcadores que se encuentran
por todo el genoma humano en un grupo muy grande de individuos para
posteriormente realizar asociaciones entre cada marcador y los fenotipos
especificos. La tercera gran estrategia, y una de las més utilizadas,
consiste en estudios de asociacién con gen candidato, en ella se trata

de buscar un gen candidato que se cree pueda tener una influencia

en la regulacién de alguno de los fenotipos de la condicién fisica. Las
investigaciones mas frecuentes son aquellas en las que se trata de
determinar si un gen, o una variacién de éste, es mas comun en atletas
de élite que en la poblacién general. Los estudios de asociacién con gen
candidato son los que se han utilizado para identificar genes asociados a
la condicién fisica, sea en la poblacién en general o en atletas de élite.

A pesar de que un numero creciente de variantes genéticas son
candidatas a influir en rasgos fenotipicos relacionados con el deporte
©0 los resultados de las investigaciones a menudo son contradictorios y
dificiles de extrapolar al rendimiento deportivo.

El niimero de polimorfismos genéticos asociados a rasgos fenotipicos

de uno o mas deportes (por ejemplo VO, max, fuerza muscular etc.),

se incrementa cada afio ©!). A pesar del incremento en el nimero de
genes candidatos a condicionar el rendimiento deportivo, los hallazgos
son a menudo dificiles de extrapolar al rendimiento en la competicién
actual. En primer lugar no es facil combinar los resultados de los
diferentes estudios debido a las diferencias de origen étnico o geografico
de los sujetos, al tipo de medidas del fenotipo utilizadas, al disefio de

los estudios (por ejemplo, con frecuencia los deportistas pertenecen a
diferentes disciplinas deportivas) o al tamanio de las muestras utilizadas.
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Ademas, la mayoria de los estudios informa al respecto de un solo
polimorfismo, y sin embargo es la influencia combinada de distintas
variantes genéticas la que probablemente explica las diferencias
individuales de rendimiento deportivo. La investigacién futura en este
campo deberia incorporar estudios de perfiles poligénicos. Este modelo
de estudio ya ha sido incorporado a la medicina clinica para predecir el
riesgo de trastornos cardiacos ©?, quienes calcularon un perfil poligénico
incluyendo numerosos polimorfismos con demostrada influencia en el
nivel de lipidos en sangre.

En este trabajo revisaremos algunos de los principales genes candidatos
relacionados con el rendimiento en tres deportes ciclicos de resistencia
como el remo peso ligero, el ciclismo de fondo en carretera y el
atletismo de larga distancia, todos ellos en categoria masculina, a fin
de valorar la posible influencia de sus diversos polimorfismos en el
rendiemiento deportivo.

El polimorfismo genético hace referencia a la existencia en una poblacién
de multiples alelos de un gen.

En esencia el polimorfismo es una variacién en la secuencia de un lugar
determinado del ADN entre los individuos de una poblacién. Aquellos
polimorfismos que afectan a la secuencia codificante o reguladora y que
producen cambios importantes en la estructura de la proteina o en el
mecanismo de regulaciéon de la expresién, pueden traducirse en diferentes
fenotipos (por ejemplo, el color de los ojos).

El fenotipo es la expresion del genotipo en un determinado ambiente.
Los rasgos fenotipicos incluyen rasgos tanto fisicos como conductuales.
Es importante destacar que el fenotipo no puede definirse como la
manifestacion visible del genotipo, pues a veces las caracteristicas que
se producen no son visibles en el individuo. Un fenotipo es cualquier
caracteristica o rasgo observable de un organismo, como su morfologia,
desarrollo, propiedades bioquimicas, fisiologia y comportamiento.

El fenotipo estéd determinado fundamentalmente por el genotipo, o por la
identidad de los alelos, que son cada una de las formas alternativas que
puede tener un gen, que se diferencian en su secuencia y que se puede
manifestar en modificaciones concretas de la funcién de ese gen.

Los cambios poco frecuentes en la secuencia de bases en el ADN se
llaman mutaciones. Para que pueda considerarse un polimorfismo, la
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variacion debe aparecer al menos en el 1% de la poblacién. En las Tablas
1.3y 1.4 se adjunta informacién referida a los genes considerados en este
estudio incluidos sus polimorfismos, genotipos y su distribucion en las
diferentes poblaciones analizadas.

Tabla 1.3 Resumen sobre genes sus efectos y polimorfismos.
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Simbolo Gen Polimorfismo Efectos
ACTN3 a-Actinina-3 Arg(R)577Ter(X) Implicado en la capacidad de los musculos para
(rs1815739) producir contracciones rapidas y evitar el dafio
originado por las contracciones excéntricas del
musculo
ECA Enzima 287bp Ins(1)/Del(D) Relacionado con la respuesta muscular al
converetidora de entrenamiento a nivel de eficiencia e hipertrofia
angiotensina
PPARGC1A | Coacivador-la del Gly(G)482Ser(S) Asociado con la biogénesis mitocondrial y la
receptor vy activado (rs8192678) conversion de fibras musculo esqueléticas
por proliferadores de (I—>1n
peroxisomas
AMPD1 Adenosin monofosfato | GIn(Q)12Ter(X) Implicado en la degradacion de nucleétidos
Deaminasa (rs17602729) de adenina y en la regulacion de la glucélisis
muscular en ejercicio intenso
CKMM Creatina Quinasa, Ncol RFLP Relacionado con el suministro de energia a las
musculo 1170bp/985+185bp fibras musculo esqueléticas y con la tolerancia
al dafio de las mismas
GDF-8 Miostatina (Factor Lys(K)153Arg(R) Asociado con el control del crecimiento
de crecimiento y (rs1805086) muscular y la fuerza
diferenciacion)
HFE Hemocromatosis His(H)63Asp(D) Relacionado con la capacidad para absorber
Hereditaria (rs1799945) suplementos de hierro y sin efectos nocivos
sobre la salud
AGT Angiotensinégeno Met235Thr Influye en la presion arterial diastélica antes
(rs699) y después de la realizacion del ejercicio y regula-
cion de las respuestas cardiovasculares
al entrenamiento

Tabla 1.4 Resumen sobre los genotipos de los genes estudiados y sus ditribuciones en las poblaciones.

Simbolo Genotinos Frecuencia en poblacién | Frecuencia en deportistas espaoles
p espaiiola (%) de elite en resistencia (%)
ACTN3 RR 28,5 28,3
RX 53,7 49,6
XX 17,9 219
ECA DD 34,7 40,4
DI 46 34,7
Il 19,4 24,8
PPARGC1A | GG 38,2 46,9
GS 51,2 36,8
SS 10,6 17
AMPD1 QQ 82,1 88,6
Qx 17,1 10,6
XX 0,8 0,7
CKMM 1170/1170 12,2 8,5
1170/985 52,8 46,8
985/985 35 446
GDF-8 KK 90,2 89,3
Kr 9,8 9,9
RR 0 0,7
HFE HH 67,7 5,6
HD 24,4 36,1
DD 89 58,1
AGT MM 34,5 29
MT 59,6 47,5
T 16 23,4

1.3.1 Gen ACTN3

El gen ACTN3, se localiza en el brazo largo del cromosoma 11
(11g13). Comprende 16.407 bases de secuencia genémica, y se

compone de 21 exones. Contiene una regién codificante de 2.858

pb, v la proteina que codifica presenta 901 aminoacidos.

La presencia de un polimorfismo en el exén 16, debido a una
mutacién puntual en la regién codificante 1747C>T (R577X) ©3),
ha sido ampliamente estudiada en deportistas de élite, por su

posible influencia en el rendimiento deportivo ©4.
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La a-actinina-3 es una proteina que tiene un papel decisivo en
la contraccién muscular. Es una isomorfa de las a-actininas
sarcoméricas, importantes componentes de la linea Z, donde
actuan como punto de anclaje, conectandose a los filamentos
de actina, y manteniendo el ordenamiento de los miofilamentos
y la contraccién coordinada de los mismos . La expresién

de la a-actinina-3 se limita a las fibras musculares tipo Il o de
contracciéon rapida ©067),

La presencia de la mutacién puntual 1747C>T en el exdn 16,
produce un cambio del amino&cido arginina por un triplete de
terminacién (R577X). El resultado es un déficit de a-actinina-3.
Aproximadamente el 18% de la poblacién mundial tiene una
deficiencia de a-actinina-3 ©¥, no asociada a manifestaciones
patoldgicas.

Diferentes estudios han puesto de manifiesto que la variante
genética que codifica para la a-actinina-3 funcional (R577X),
puede resultar beneficiosa para las modalidades deportivas en
las que las fibras musculares tipo II son esenciales (vg. velocistas,
saltadores de longitud, etc.). Yang et al. ®®, encontraron que,
comparados con la poblacién general, los deportistas de
disciplinas que implican velocidad presentaron una mayor
frecuencia del genotipo RR, mientras que los deportistas de
resistencia presentaron una mayor frecuencia del genotipo XX.
Resultados similares han sido obtenidos en otros estudios con
deportistas del élite 71,

El alelo X, e incluso el genotipo XX, que se ha conservado en

la evolucién de la especie humana, podria otorgar una ventaja
fisiolégica a sus portadores para deportes de fondo y gran fondo,
en los que la resistencia aerébica y la eficiencia muscular, es
decir la capacidad de consumir la menor cantidad posible

de energia para generar una determinada potencia, son mas
importantes que la velocidad o explosividad V273, Curiosamente,
los fondistas de Africa del Este (kenianos y etiopes), grandes
dominadores de esta disciplina a nivel mundial, no suelen portar
el genotipo XX 4. El hecho de no ser portadores de este genotipo
podria explicar posiblemente su capacidad de correr tan rapido
y de incrementar significativamente su ritmo de carrera, hasta
en un 20%, en la ultima parte de la prueba, aunque habria

que tener también en cuenta factores antropométricos que
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posibilitan un correr altamente eficiente, puesto que sus
extremidades inferiores son muy ligeras y finas (sobre todo por
debajo de la rodilla), factor determinante del coste energético de
la carrera a pie.

En deportes de ultra-resistencia, como en triatlén en distancia
Iron Man, (3800 m de nataciéon, 180 km de bicicleta y 42 km de
carrera a pie, lo que representa un esfuerzo sostenido de mas de

8 horas), pudiera parecer que el alelo X representaria una cierta
ventaja, sin embargo la frecuencia de los genotipos XX y RR no fue
diferente en estos deportistas de los de la poblacién general .

Por otro lado, el genotipo XX es practicamente incompatible
con el rendimiento al més alto nivel, mundial u olimpico, en
pruebas de velocidad y lanzamientos ©%%9/677) es por esto que al
gen ACTN3 se le conoce como el “gen de la velocidad”, si bien es
cierto que se han detectado casos de sujetos homocigotos XX
con destacados resultados en pruebas de fuerza o velocidad .

El polimorfismo R577X en ACTN3 no esta asociado con
diferencias en la generacién de potencia, fatigabilidad,

o caracteristicas de fuerza-velocidad en individuos
moderadamente entrenados, sin embargo los episodios de
ejercicio repetido suponen un aumento del pico de fuerza

en sujetos con genotipo RR, pero no en los XX, sugiriendo

que el genotipo de ACTN3 puede modular la respuesta al
entrenamiento %, Por otro lado, las a-actininas no desempefian
un papel importante en la determinacién del tipo de
composicién de las fibras musculares y la expresién de ACTN?2
se ve afectada por el contenido de a-actinina-3, lo que implica
que la a-actinina-2 puede compensar la falta de a-actinina-3
y, por tanto, contrarrestar las consecuencias fenotipicas de la
deficiencia 9.

En relacién con el papel de este gen en las adaptaciones producto
del entrenamiento, Clarkson et al. ) no encontraron asociacién
entre el genotipo R577X y el fenotipo a nivel muscular en varones,
sin embargo las mujeres (caucasicas y asidticas) homocigéticas
XX presentaron un menor nivel inicial de fuerza isométrica en
comparacién con las heterocigéticas, y por otro lado, las XX
obtuvieron mejorias superiores en fuerza maxima (1RM) que las
RR tras la realizacién de un programa de entrenamiento de fuerza.
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Por lo tanto la presencia de a-actinina-3, tiene un efecto positivo
en la funcién muscular, permitiendo generar contracciones
intensas a alta velocidad, lo que proporciona una ventaja
evolutiva, aumentando el rendimiento en pruebas de alta
intensidad y velocidad. Ademaés, parece que ACTN3 es uno de
los genes que més contribuyen a la variacion en el rendimiento
muscular como consecuencia del entrenamiento.

1.3.2 Gen ECA

El gen que codifica la enzima convertidora de angiotensina
(ECA), se localiza en el brazo largo del cromosoma 17 (17g23).
Se compone de 25 exones con 20.546 pb. Contiene una regiéon
codificante de 4.195 pb, y la proteina que codifica presenta 1.306
aminoacidos.

La ECA esta implicada en el sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona (RAS) que participa en la regulacién del volumen
sanguineo, la presién arterial, la funcién cardiaca y vascular.

La renina se sintetiza y almacena como una forma inactiva,
llamada prorenina, en las células yuxtaglomerulares renales.
En situaciones de hipotensién o bajo estimulacién simpatica, la
prorenina es activada y se libera a la circulacién del organismo
como renina €82, Sy funcién es actuar sobre una proteina
plasmatica, el angiotensindgeno, liberando un péptido, la
angiotensina I, que ejerce funcién vasoconstrictora débil. La
renina permanece en sangre unos 30 minutos, forméndose
durante ese periodo angiotensina I.

La ECA, presente en el endotelio de los vasos pulmonares,
convierte la angiotensina I en angiotensina I ®%. La angiotensina
IT, es un vasoconstrictor muy potente, actiia aumentando la
resistencia vascular y la presién arterial. La vasoconstriccién

es mediada por la misma ECA, que degrada la bradiquidina
(vasodilatador) ©2.

La angiotensina Il regula la presién arterial a largo plazo,
mediante la retencién de sodio y agua por los rinones y
favoreciendo la liberacién de aldosterona, que a su vez aumenta
la reabsorcién de sodio y agua por los rifiones.

PARTE I Introduccion / Genética y deporte 51

Los dos alelos de la ECA se diferencian en la presencia (Insercién
o alelo I) o ausencia (Deleccién o alelo D) de un fragmento de
287 pares de bases en el intrén 16 @4 La presencia del alelo D,

se relaciona con un aumento de la actividad sérica de la ECA,
mientras que la presencia del alelo I se relaciona con una
disminucion ),

Este gen fue uno de los primeros en asociarse con el rendimiento
deportivo y, desde entonces es, sin duda, uno de los que cuenta
con mayor numero de estudios en este ambito.

Dado que el alelo de insercién (I) se asocia con una menor
actividad de la enzima y por ello con una menor tasa de
sintesis de angiotensina II (un potente agente vasoconstrictor),
este alelo se asociaria con un menor nivel de post-carga,
facilitando la labor de la bomba cardiaca. Como en deportes de
resistencia el rendimiento fisico esté determinado y limitado
fundamentalmente por la capacidad maxima de la bomba
cardiaca (87), el alelo I tendria un efecto beneficioso. Asi, se ha
encontrado una mayor frecuencia del alelo I y de genotipo II
en escaladores ©¥, en remeros australianos @, en corredores
de fondo britanicos ,,, igualmente en corredores de fondo
espanoles ©V y fondistas rusos ©?, en corredores de fondo y
ciclistas espafoles ¢, en deportistas de fondo italianos ©¥ y en
triatletas sudafricanos ©. Myerson et al. %, en un estudio con
corredores de élite britanicos, a los que clasificaron segun la
distancia en la que competian, encontraron que la frecuencia del
alelo I se incrementaba al hacerlo la distancia en la que estaban
especializados (< 200 m, 400 — 3000 m ¢ > 5000 m). Este resultado
es consistente con lo informado por Nazarov et al. ©?

Algunos autores proponen que el alelo I incrementa el
rendimiento de resistencia a través, probablemente, de una
mejora en la eficiencia muscular . El mecanismo fisiolégico
que podria explicar esta asociacién incluiria un incremento en la
proporcién de fibras de contracciéon lenta tipo I ©” y una mejora
en la densidad capilar de los musculos ©9).

En cambio, el alelo D se asocia con una mayor actividad del
enzima ECA y por tanto con mayores niveles de angiotensina
I, que ademas de su potente efecto vasoconstrictor es un
factor de crecimiento de los musculos esqueléticos que puede
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contribuir al aumento de fuerza muscular con el entrenamiento.
Asi, el alelo D y el genotipo DD es especialmente frecuente en
deportistas de fuerza o con mucha masa muscular (halteréfilos,
lanzadores, etc.), pero no en corredores de fondo ©>%%9)
sugiriendo que la presencia del alelo D parece repercutir en

la mejora de la capacidad de fuerza/velocidad a través de

una mejora de la fuerza, posiblemente debida a la hipertrofia
alcanzada como consecuencia de la accién de la angiotensina
II. Otros estudios, sin embargo, no han mostrado una asociacién
entre los genotipos de la ECA y el rendimiento en deportes de
resistencia 0100100 posiblemente debido a la utilizacién de
muestras muy heterogéneas de deportistas.

1.3.3 Gen PPARGC1A

El gen PPARGC1A, que codifica para el coactivador-1 a del
receptor-y activado por proliferadores de peroxisomas, se localiza
en el cromosoma 4 (4p15.1). El gen abarca aproximadamente 67
Kb de secuencia gendmica, y se compone de 13 exones. Contiene
una regién codificante de 6.318 pb, y la proteina que codifica
presenta 798 aminoacidos.

El gen PPARGCIA es un coactivador de un subconjunto

de genes que controlan la fosforilacién oxidativa (genes
OXPHOS). El control de la fosforilacién oxidativa por los genes
OXPHOS es realizado a través de la regulacion de la biogénesis
mitocondrial, transporte y oxidacion de glucosa y lipidos y

la formacién de tipos de fibras musculo esqueléticas (02107,

Este gen estd relacionado con la transformacién de musculos
glucoliticos en musculos con fenotipo oxidativo %), y se expresa
fundamentalmente en musculos con alto contenido en fibras
tipo I. Por otra parte, es un coactivador del receptor PPARS en
células musculares, implicado en la regulacién del metabolismo
lipidico en tejido muscular esquelético, la oxidacién de acidos
grasos, en la utilizacién de triglicéridos en células musculares ¢
y en la formacién del tipo de fibras musculares *9.

Considerando la relevancia de este gen en la funcién
mitocondrial *Y, se ha investigado la relacién entre el
polimorfismo Gly482Ser (G482S) de este gen y diversos rasgos
fenotipicos. Asi, por ejemplo, el alelo Ser482 se ha asociado

a diabetes Tipo II en poblacién caucasica eslovena, danesa

e inglesa 12, asi como también en sujetos del norte de China
(113 mientras que el alelo Gly482 ha sido asociado a ciertos a
beneficios sobre la oxidacién lipidica y la secrecién de insulina M4

Los niveles de VO,méax estan directamente relacionados con
los de mRNA de los genes OXPHOS en el musculo esquelético, y,
por otro lado existe evidencia tanto en animales (%1516 como
en humanos 11712 de que el ejercicio incrementa los niveles
de mRNA del PPARGC1A. Por otra parte, una sobre-expresiéon
transgénica de mRNA incrementa la resistencia muscular a la
fatiga (09),

La expresion de este gen se ha asociado con un incremento en
la capacidad fisica tanto con cargas de trabajo a intensidades
submaximas, como con incrementos graduales de la carga hasta
el agotamiento ?2. Sin embargo, en ejercicio de alta intensidad,
la sobre-expresion de este gen en tejido muscular puede
provocar una reduccién de la condicién fisica, probablemente
debido a la incapacidad de utilizar el glucégeno muscular
almacenado @,

Algunos estudios han considerado el PPARGC1IA como gen
candidato en el dmbito del rendimiento deportivo. Lucia et

al. 9 informan de una menor presencia del alelo Ser482

en deportistas de resistencia de élite caucasicos (ciclistas

y corredores olimpicos) en comparaciéon con la poblacién

de control. He et al. ®*4 por el contrario, con deportistas de
resistencia de origen chino, no observaron esta asociacién. Eynon
et al. ) compararon las frecuencias alélicas y genotipicas del
polimorfismo Gly482Ser de atletas de resistencia, velocidad

y sujetos sedentarios israelies. No encontraron ningun atleta
de resistencia con el genotipo Ser482Ser, mientras que en los
velocistas este genotipo aparecié en el 13% de los casos y en los
controles en un 18%.

La asociacién entre el polimorfismo Gly482Ser del gen
PPARGC1A y en rendimiento deportivo, en el sentido de una
menor frecuencia alélica (Ser482) y genotipica (Ser482Ser) en
deportistas de resistencia que en velocistas y en sedentarios
indica que este polimorfismo podria ser un importante factor
genético para el rendimiento en deportes de resistencia.
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1.3.4 Gen AMPD1

El gen AMPD1, se localiza en el cromosoma 1 (1p13). El gen
comprende aproximadamente 22.455 pb de secuencia gendémica,
y se compone de 16 exones. Contiene una region codificante de
2.341 pb, y la proteina que codifica presenta 747 amino&cidos.

La mioadenilato desaminasa (AMPD1), isoforma especifica
muscular de la enzima AMP desaminasa, cataliza el proceso de
desaminacién de la adenosina monofosfato (AMP) en el musculo,
dando lugar a la formacién de inosina monofosfato (IMP), siendo
este paso metabdlico una fuente importante de amonio 129,

El uso de estos sustratos se produce cuando el ejercicio es de
corta duracion y de alta intensidad y donde la demanda de ATP
es rapida. En la fibra muscular se altera la relacién ATP/ADP,
necesitando adquirir energia desde el propio AMP. La actividad
de la AMPD1 en el musculo esquelético es diez veces mayor que
en cualquier otro tejido *?”), hecho que indica la importancia de
esta enzima en el metabolismo energético.

La AMPD1, como parte integrante del ciclo de los nucleétidos

de purina, interviene en la biosintesis de fumarato a partir del
aminoacido aspartato, alimentando de sustratos al ciclo de
Krebs, y por tanto, contribuyendo a la regeneracién de ATP. Se
han descrito otras posibles funciones para este ciclo metabélico
27): regulacién de los niveles relativos de nucleétidos puricos,
desaminacion de aminoacidos, regulacion de la ruta glucolitica
mediante la formacién de amonio y AMP, debido a que el AMP es
un activador tanto de la MPL como de la PFK y a que el amonio
formado podria tamponar la acidez del lactato acumulado.

La isoforma muscular, codificada por el gen AMPD1, se encuentra
fundamentalmente en fibras tipo II. La deficiencia de esta
isoforma %, es probablemente la causa mas habitual de
miopatia metabdlica en humanos, encontrandose un déficit de
AMPD1 en aproximadamente el 2% de las biopsias musculares
que se admiten para examen histologico y, ademas, se ha
observado déficit de AMPD1 en aproximadamente un 2% de la
poblacién sana %9,

El déficit enzimatico de AMPD1 fue descrito por primera vez
en 1978 por Fishbein et al. ?® en pacientes con sintomas
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musculares inducidos por el ejercicio. La forma clinica habitual
de la deficiencia de este enzima consiste en una miopatia
metabdlica que incluye sintomas relacionados con intolerancia
al ejercicio tales como fatiga prematura, dolor muscular y/o
calambres (1?6139, Alrededor del 90% de los casos citados en la
literatura presentan estas caracteristicas %, sin embargo, no
representan a todos los pacientes.

Actualmente, las bases metabdlicas que causan los sintomas

no son del todo comprendidas. En un principio se propuso que

el defecto enzimatico provocaba un aumento de AMP en los
miocitos durante el ejercicio, con la consiguiente desfosforilacién
de esta molécula a adenosina *?. Dado que la adenosina puede
difundir facilmente a través de las membranas celulares, es de
esperar que los pacientes con deficiencia de AMPD1 tengan una
deplecién de nucledtidos de adenina. Estudios posteriores han
ofrecido resultados contradictorios. Se ha visto que durante

el ejercicio, en pacientes con déficit de AMPD1, las células
musculares no pierden méas nucleétidos de adenina que las
células musculares de controles sanos 3334, Por otra parte, se ha
observado que, como consecuencia de los sintomas, los pacientes
tienen que interrumpir el ejercicio antes que los controles, y sin
embargo los primeros degradan mas creatin-fosfato y mas ATP
que los ultimos. Por tanto, la explicacién fisiopatolégica mas
probable de los sintomas es una disminucién de la produccién
de energia que ademas puede ser, al menos en parte, debida a la
falta de sintesis de fumarato durante el ejercicio 29,

Se ha descrito una alteraciéon molecular asociada a déficit de
AMPD1, (cambio nucleotidico C34T) que produce una mutaciéon
terminadora, Q12X, en el exén 2 del gen AMPD1. No obstante, la
mutacién estd también presente en individuos asintomaticos,
por lo que a tenor de esta gran variabilidad clinica algunos
investigadores se refieren al déficit de AMPD1 como una
"variante genética inofensiva” #* o como “la pesadilla de la
clinica especializada” (39,

El alelo mutante Q12X, se ha encontrado en el 12% de la
poblaciéon caucasica y en el 19% de la afroamericana. En
poblacién alemana se han obtenido datos similares para la
distribucién de este alelo mutante tanto en poblacién general
como en individuos con sintomas musculares #3°).
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Son numerosos los estudios que han analizado el grado en que
la deficiencia en AMDP1 provoca limitaciones en la capacidad
funcional y el mecanismo implicado en esta limitacién
potencial pero pocas investigaciones se han realizado en
deportistas de élite. Aunque se esperaria que la deficiencia en
AMPD1 afectase la ejecucién, principalmente a corto plazo, en
ejercicios supramaximos (> 100% del VO, max), que inducen a la
deplecién de la fosfocreatina y a una caida en la cantidad total
de nucleétido de adenina, (por ejemplo 400 m. lisos en atletismo
o pruebas cortas de ciclismo en pista), algunos estudios han
puesto de manifiesto que la acumulacién de IMP sucede cuando
se alcanza la fatiga durante ejercicios submaximos prolongados
(~1 hora al 70-75% del VO, méx), particularmente con bajas
reservas de glucdgeno intramuscular al término del ejercicio
(137-139) E] consecuente descenso en la provisién de ATP desde

las fuentes de carbohidratos, puede conducir a un transitorio
incremento en la concentracién de ADP, estimulando la reaccién
de miokinasa (2ADP <> ATP + AMP). Esta reaccién da lugar a la
formacién de AMP, la cual debe ser rdpidamente desaminada en
IMP y amonio a partir de la actividad de AMPD1. El fenémeno
antes referido a nivel muscular probablemente ocurra al final
de las competiciones de resistencia de Alto Nivel, como carreras
de maratén, o en etapas de una carrera ciclista de tres semanas,
cada una de las cuales dura cinco horas o mas, pero que puede
incluir algunos tramos (>20-30 min) de ejercicio muy intenso (>
90% del VO, max). La misma situacién se produce en regatas de
remo, otra expresion de deporte ciclico de resistencia que llega
a niveles similares de extenuacion en periodos mas cortos de
tiempo. Asi la AMPD1 puede también desarrollar un papel muy
importante en la regulacién del metabolismo muscular durante
eventos de resistencia extenuante.

Rubio et al.?*9 encontraron, que aunque la frecuencia

del alelo mutante C34T en atletas de resistencia de élite
caucasicos (corredores y ciclistas) era inferior a la encontrada
en la poblacién general (4.3% vs 8.5%), la presencia de esta
mutacién no parece reducir el rendimiento en resistencia. En
concordancia con este resultado, Lucia et al. % en un estudio
de caso, informan de un valor excepcionalmente alto en VO,
max en uno de los mejores corredores del mundo (atleta
africano de raza blanca) con una mutacién C34T, mientras
que sus concentraciones sanguineas de lactato y amonio
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en velocidades elevadas de carrera de caracter submaximo
fueron menores que las de otros corredores de elite mundial no
portadores de la mutacién.

1.3.5 Gen CKMM

En el mapa genético la ubicacién del gen CK-MM se corresponde
con la regién cromosémica q13.2-q13.3 del cromosoma 19 42,

La creatina quinasa (CK) es una enzima dimérica compuesta

por dos tipos de subunidades monoméricas, M (muscular) y B
(cerebral) que se combinan para formar tres isoenzimas CK:
CK-1 (BB), CK-2 (MB) y CK-3 (MM). La isoenzima MM se encuentra
exclusivamente en el musculo estriado, la isoenzima BB se
encuentra en el musculo liso, el cerebro y los nervios y la MB se
encuentra en el corazén humano 3. Por otra parte, y sita en un
tercer locus, se encuentra la CK-MT que tiene unas propiedades
bioquimicas e inmunolégicas diferentes de las formas citosélicas
de CK y que esta restringida a la localizacién subcelular

de la mitocondria 4. El dimero CK esta involucrado en el
mantenimiento de los niveles intracelulares de ATP, en particular
en los tejidos que tienen alta demanda de energia.

La CK es una enzima llave en el metabolismo energético.
Catalizando la siguiente reaccién:

Fosfocreatina + MgADP + H + <> MgATP + Creatina

Como consecuencia de su funcién en el metabolismo energético,
y atendiendo al papel que los genes pueden tener en el
rendimiento fisico humano, el gen de la CK-MM podria ser
candidato a ayudar a explicar el rendimiento en deportes de
resistencia (4146,

El polimorfismo Ncol RFLP 1170bp/985+158 bp del gen de la
CK-MM esta relacionado con el suministro de energia a las fibras
musculo esqueléticas y con la tolerancia al dafio de las mismas
(146 Las fibras musculares lentas o tipo I tienen menor actividad
del citado enzima, ésta llega a ser el doble en el caso de las
fibras répidas tipo II ), por lo que el alelo 985+158 bp, que se
asocia con una menor actividad del enzima, podria relacionarse
con una mayor predisposicién para rendir adecuadamente en
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deportes de resistencia. En efecto, las fibras tipo I, con menor
actividad de enzima CK-MM, son més eficientes o econémicas
que las fibras tipo II al consumir menos oxigeno para una
determinada fuerza de contraccién 4¥, con el consiguiente
beneficio para el ejercicio de resistencia, por lo tanto sujetos

con una predisposicién genética a una baja actividad de CK-MM
pueden tener alguna ventaja en los deportes de resistencia 4149,

Si bien se sabe que los diferentes genotipos de este enzima
pueden influenciar la respuesta al entrenamiento en individuos
sedentarios, por ejemplo, capacidad de mejorar el VO, max

no se han identificado, hasta la fecha, diferencias claras entre
deportistas de fondo en general y otros tipos de deportistas y
sedentarios en las frecuencias poblacionales de los diferentes
polimorfismos de la CK-MM #9359 En un estudio realizado entre
corredores de fondo de alto nivel, ciclistas profesionales y sujetos
controles, tampoco se encontraron diferencias significativas en
cuanto a la distribucién de los distintos alelos de CK-MM ©3)

1.3.6 Gen GDF8

La miostatina o factor de crecimiento y diferenciacién 8 (GDF8)
consta de tres exones y dos intrones y se sitla en la regién
cromosémica 2q32.2. La miostatina es expresada de manera
Unica en el musculo esquelético humano como un glicoproteina
madura 26-kDa y secretada al plasma °21°2. La miostatina es
miembro del factor de crecimiento transformante beta (TGF-13)
superfamilia que actda como un regulador negativo de la masa
muscular esquelética, tanto de las fibras tipo I como de las

tipo II. También interviene en la regulacién del desarrollo del
embrién. Su estructura y funcién estan altamente conservadas
durante la evolucién en todas las especies (21%3),

La deficiencia de miostatina en animales muestra aumentos
dramaticos en el crecimiento muscular. Los ratones transgénicos
(konck-out) que carecen por completo GDF8 muestran un
aumento de masa muscular esquelética dos o tres veces superior
al normal, experimentando aumentos tanto en el tamano de las
miofibrillas, hipertrofia, como en el nimero de las miofibrillas,
hiperplasia ). Este fenémeno provoca en el ganado mutado

en el gen GDF8 el fenotipo denominado de "doble musculacién”
(152154 La regulacién negativa de la miostatina en el crecimiento
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muscular postnatal es confirmada por un estudio en el que un
bloqueador de la miostatina, en vivo, incremento el tamafio y
fuerza muscular en ratones con distrofia muscular de Duchenne
(159 ademas, la administracion sistémica de inhibidores de

la miostatina en ratones adultos muestra un efecto positivo
después del parto tanto en incremento muscular como en
pérdida de grasa **®- Otro aspecto en el que la miostatina podria
actuar es el la reparacién muscular /). Por lo que concierne

al papel que esta mutacién puede presentar en los tendones
musculares, Mendias et al. **® encontraron que en los ratones
sin miostatina los tendones eran menores que en los del tipo
salvaje, ademas en el caso de los primeros se observé un pico

de estrés més alto, un pico mas bajo de tensién y una rigidez
incrementada, de tal manera que la misotatina, ademas de
regular el desarrollo muscular, interviene en la estructura y
funcién de los tendones. Mosher et al. ©*% encontraron que

una deleciéon de dos pares de bases en el exén 3 del gen de

la miostatina canina estaba asociado al incremento de masa
muscular en la raza de lebrel de carreras Whippet, en el caso de
los homocigdticos para esta mutacién presentaron el fenotipo de
la doble musculatura, los perros heterocigbticos presentaron un
fenotipo intermedio, siendo los méas rapidos en las competiciones
de canédromo. Sin embargo no esta claro si la miostatina regula
la masa del musculo esquelético en seres humanos de igual
manera que en las especies no humanas.

Gonzélez-Cadavid et al. **Y encontraron, a partir de un estudio
realizado con enfermos infectados de VIH, que la miostatina se
expresa de forma inversa con la masa libre de grasa en seres
humanos y que el aumento de la expresién del gen de la miostatina
estd asociado con la pérdida de peso en sujetos enfermos de sida.
En este estudio se observé que las concentraciones a nivel de suero
e intramuscular de la proteina de miostatina-inmunoreactiva

se encontraban incrementadas en los sujetos infectados,

quienes padecian una pérdida de peso frente a los sujetos sanos,
correlacionando inversamente con el indice de peso magro.

Ferrell et al. 9 identificaron cinco sustituciones de cambio de
sentido en la secuencia codificante de la miostatina en humanos,
pero sélo dos de ellas fueron polimérficas (K153R y AS5T). En

su muestra con sujetos de raza blanca y afro-americanos, no se
encontroé asociacién significativa con la respuesta diferencial de
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la masa muscular para el entrenamiento de fuerza. Sin embargo,
uno de los alelos (R153) estaba excesivamente representado

en el grupo integrado por sujetos que no respondieron al
entrenamiento de fuerza, lo que sugiere que este alelo puede
desempeniar un papel en otros fenotipos musculares.

De entre las variantes polimérficas de la miostatina, que se han
identificado en humanos, la K153R ha recibido una especial
atencién por su relacién con la fuerza muscular (160162, La
frecuencia alélica 153R (portadores de los genotipos K/R o R/R)
esté asociada a menores niveles de fuerza muscular "basal”
antes de iniciar un programa de entrenamiento.

Dado que la masa muscular, considerando la seccién transversal
del musculo y la fuerza muscular son dos caracteristicas muy
afines, mas masa muscular implicaria, en parte, mas fuerza.

De hecho, dos estudios realizados con mujeres, sugieren una
asociaciéon entre la fuerza %2 o aumento en la fuerza después

de un programa de capacitacién % con la variante humana de
miostatina K153R.

1.3.7 Gen HFE

El gen HFE est4 situado en el brazo corto del sexto cromosoma,
6p21.3 Este gen fue identificado en 1996 como gen candidato 9
para la Hemocromatosis Hereditaria (HH), desorden hereditario
del metabolismo del hierro .

La HH se caracteriza por una absorciéon intestinal masiva de
hierro procedente de la dieta. El acidmulo de hierro a lo largo
de la vida del paciente desemboca en alteraciones de diversos
6rganos en la quinta década de vida en el caso de los hombres
y en la sexta en el caso de las mujeres. Asi pues, la HH presenta
una etapa inicial asintomatica. La HH en fase avanzada cursa
con cirrosis hepatica, diabetes, pigmentacién hipermelanética
de la piel (coloracién bronceada), fallo cardiaco, artralgias,
hipogonadismo y disminucién de la libido %", Todos estos
sintomas son debidos al acimulo de hierro en el higado,
pancreas, piel, corazén, articulaciones y glandulas endocrinas,
respectivamente. Independiente del momento habitual de
aparicién de la enfermedad, comentado anteriormente, la
enfermedad se suele expresar de forma diferente en hombres
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y mujeres, siendo mayor nivel de afectacién los hombres que

las mujeres, con un ratio 3:1 %), sobre todo en el caso de las
premenopausicas, parece ser que el sangrado menstrual actia
como paliativo en esta poblacion, ademaés en el caso de las
mujeres la expresion difiere respecto a los hombres, presentando
fatiga y pigmentacién cutanea frente a la cirrosis y diabetes mas
frecuente en los hombres.

Dos mutaciones en el gen HFE estdn implicadas en la
enfermedad: la mutacién C282Y, en homocigosis, responsable de
la mayoria de casos de HH y la mutacién H63D involucrada en
un estado heterocigoto compuesto con la mutacién C282Y en un
pequeno porcentaje de pacientes (¢4,

La mutacién C282Y es muy frecuente en poblaciones del

norte de Europa y en aquellas de descendencia norte-europea,
teniendo una distribucién similar a la observada en pacientes
con HH %9 La frecuencia alélica poblacional més elevada
publicada de la mutacién C282Y ha sido de un 14% 79 y se ha
observado en Irlanda. Frecuencias alélicas de la mutacién C282Y
del 5 al 10,3% se han observado en Islandia, las Islas Feroés,
Noruega, Suecia, norte de Finlandia, Dinamarca, el Reino Unido,
Bretana y Baviera, también en europeos que viven en Australia,
Nueva Zelanda, Sudafrica, y los Estados Unidos (excluyendo los
Hispanos) /4. La mutacién C282Y parece ser especifica de los
europeos, ya que muy raramente se ha detectado en africanos,
asiaticos, asijticos australianos o americanos nativos (9. De
todas maneras entre los sujetos caucasicos de Europa se pueden
encontrar notables diferencias entre las zonas, por ejemplo la
prevalencia en poblaciones mediterraneas es sensiblemente
inferior @2, En este sentido Milman et al. */? encuentran una
progresiva dilucién de la presencia de la mutacién C828Y a
medida que se desciende en geografia europea y mientras que
en los paises noérdicos las frecuencias son del 5,1 al 9,7%, en el
centro de Europa las frecuencias son del 3,1% al 4,8% y en las
zonas mediterraneas se reduce hasta el 0-3,1%.

La mutacién H63D tiene una distribucién mucho més amplia que
la mutacién C282Y, con una alta frecuencia por toda Europa y una
frecuencia moderada en el norte y en el Medio Este de Africa, y

en partes de Asia 1974175 13 mayoria de las poblaciones europeas
estudiadas tiene una frecuencia alélica de H63D de entre el 10%
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y el 20%, y se han observado frecuencias mayores del 20% en
Holanda, Bulgaria, Espafia y Portugal #6177 La frecuencia alélica
H63D mas alta reportada es del 30,4% en la poblacién vasca (%9,

Numerosas publicaciones han analizado las mutaciones que
afectan a este gen en el &mbito clinico, aunque los estudios
existentes en deportistas son escasos. En el ambito de los
deportes de resistencia, el hecho de presentar unos buenos
niveles de hierro en sangre facilita el transporte de oxigeno

a las fibras musculares, razén por la cual el rendimiento
deportivo en este tipo de esfuerzos puede verse optimizado,

asi que se puede esperar ciertas ventajas en aquellos sujetos
que presenten predisposicién al almacenamiento de hierro. En
poblacién francesa, se ha observado una mayor frecuencia de la
mutacién H63D en ciclistas de élite que en la poblacién general
(78) También, en ciclistas y corredores de fondo espafioles se ha
encontrado que la frecuencia de la mutacion H63D (44.6%) es
mayor que la observada en sujetos sedentarios sanos (28.3%) /9.

En futbolistas espatioles las frecuencias alélicas observadas en
las mutaciones C282Y (1.3%) y H63D (24.4%) son similares a las
descritas para poblacién esparniola general (%9,

1.3.8 Gen AGT

El gen AGT se encuentra localizado en la regién cromosémica
1g42-g43 Y, contiene 5 exones (¥2, Nakajima et al. %3
determinaron la secuencia genémica completa del AGT.

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAS) desempena
un papel importante en el equilibrio de la presién sanguinea &4,
El angiotensindgeno es una proteina circulante producida por

el higado, esta molécula es el sustrato de la enzima renina y es
clivada, para producir angiotensina I, en ese momento actda la
enzima conversora de angiotensina (ECA), que la convierte en
angiotensina II. La angiotensina II es la molécula mas activa

del RAS, capaz de aumentar el tono vascular y de promover la
retencion de sodio ®%.

El genotipo TT de la variaciéon en el gen AGT, que codifica
(H235T) una treonina en lugar de una metionina en el codén 235
de la proteina, ha sido asociado con niveles méas elevados de AGT
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repercutiendo en un incremento del riesgo de sufrir una mayor
presién sanguinea en reposo ¥ aunque hay estudios que no
encuentran esta relaciéon %%, También se ha descrito que el
AGT puede influir en la respuesta al ejercicio dindmico agudo 9,
en la enfermedad coronaria #>1°2 y en la hipertrofia ventricular
izquierda en atletas de resistencia .

Lifton et al. ¥ encontraron que el alelo T es mas frecuente entre
afroamericanos, grupo étnico que presenta una elevada prevalencia
de hipertensién. En este estudio los homocigéticos afroamericanos
TT se cifraron en un 70%, los heterocigdticos en un 28% y los
homocigéticos MM en un 2%, frente a la distribucién en caucasicos
que fue de un 12%, 46% y 42% respectivamente. Los mismos
autores sugieren que la causa de esta distribucién tiene su origen
en un hecho ancestral, ya que antes de la didspora africana del ser
humano, dada la falta de sal del entorno, era ventajoso el alelo T,
pero que al llegar a zonas ricas en sal se f1j6 el alelo M al suponer
una cierta ventaja frente al T.

Aunque existe evidencia de que la variacién Met235Thr influye
sobre la presién arterial diastélica antes y después de la
realizacién de ejercicio dindmico en no deportistas ©9, sigue
sin determinarse la relacién de este polimorfismo con el alto
rendimiento deportivo. Este aspecto resulta interesante dada
la relacién que el AGT tiene con el gen de la ECA, dentro del
sistema RAS, cuya influencia en el rendimiento de los deportes
de fuerza y resistencia ha sido constatada en diversos estudios
(85.96,195.1%) 35 como su importancia en la regulacion de las
respuestas cardiovasculares al entrenamiento %

De los alelos M y T presentes en el polimorfismo Met235Thr, el T
podria estar asociado con niveles més altos de angiotensina II %))
y dado que esta proteina actiia como un factor de crecimiento
del musculo esquelético, podria resultar beneficioso en el
rendimiento en deportes con exigencias de potencia y fuerza
absoluta, asi como en los de velocidad >96:19519.199),
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2. OBJETIVOS DE
LA INVESTIGACION

2.1 Objetivos generales

El objetivo general de esta investigacion fue determinar si existe un
perfil genético ideal en remo y en qué medida se diferencia este perfil
de los asociados a otros deportes ciclicos de resistencia.

2.2 Objetivos especificos

Los objetivos especificos que se plantearon fueron:

1.

Evaluar si la proporcién de las variantes genéticas de los genes
candidatos ACTN3, ECA, AGT, PPARGC1A, AMPD1, CKMM, HFE y GDF8
son diferentes para controles no deportistas y deportistas de alto nivel
de fondo atlético, ciclismo en ruta profesional y remo peso ligero, todos
ellos varones de raza caucasica.

. Determinar si el perfil poligénico obtenido a partir de combinacién

de siete genes candidatos (ACTN3, ECA, PPARGC1A, AMPD1, CKMM, HFE
y GDF8) en remeros ligeros de nivel mundial es distinto del perfil de los
remeros de nivel nacional.

. Examinar el impacto de disponer de un ventajoso perfil poligénico

(basado en los polimorfismos especificados en el objetivo anterior) en el
éxito deportivo en términos de nimero de medallas ganadas por
remeros ligeros en Campeonatos del Mundo y de Espana.

. Determinar si el perfil poligénico de remeros internacionales y

nacionales es diferente del de la poblacién general espafiola.
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3. METODOS

3.1 Métodos generales para la determinacién genética
3.1.1 Extraccién del ADN

Los estudios genéticos se realizaron a partir de muestras de
sangre total extraidas en tubos Vacutainer® con anticoagulante
EDTA 3K.

Se purificé ADN a partir de cada una de las muestras mediante
un método de extraccién con fenol/cloroformo seguido de
precipitacién alcohdélica. Para ello 100 pl de sangre total
anticoagulada de cada muestra se incubé con 400 pl de tampédn
de lisis, 50 pl de SDS 10% y 50 ul de solucién de Proteinasa K

(20 mg/ml) durante 6 horas a 37 °C. A continuacién, se afiadié

un volumen de Fenol:Cloroformo:Isoamilico (25:24:1), se

agitd suavemente por inversién del tubo y se incubaron las
muestras en hielo durante 10-15 minutos, mezclando cada 5
minutos. Posteriormente, se centrifugd durante 15 minutos a
6000 rpm y se extrajo cuidadosamente la fase acuosa superior,
depositandola en otro tubo. Se afiadié 1/10 de volumen de
acetato sédico 3M pH 6.8 y un volumen de isopropanol frio.
Después, se agitd y se mantuvo a -20 °C durante 45-60 minutos.
Las muestras se centrifugaron de nuevo durante 30 minutos a
10000 rpm. Finalmente, se retird el sobrenadante y se lavaron los
tubos con 50 pl de etanol 80% frio. Tras un pulso de centrifuga se
retir6 el etanol, se secaron las muestras al vacio y se resuspendid
el precipitado en 50 pl de agua destilada.

3.1.2 Amplificacién de ADN mediante reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR).

La reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain
reaction, PCR) es un procedimiento para la amplificaciéon in vitro,
a partir de minimas cantidades de ADN molde, de segmentos
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especificos de ADN situados entre dos regiones cuyas secuencias
son conocidas.

La técnica de la PCR consiste en la utilizacién de dos
oligonucledtidos sintéticos, cuya secuencia reproduce las
secuencias localizadas en los extremos 5’ del fragmento a
amplificar, y que actian como cebadores de una serie de
reacciones, que se repiten encadenadamente, catalizadas por
una ADN polimerasa. En una reaccién de PCR participan los
siguientes elementos:

- ADN bicatenario molde

- Dos oligonucleétidos que flanquean el segmento
a amplificar

- ADN polimerasa termoestable

- MgCl2

- Desoxinucleétidos trifosfato (ANTPs)

- Tampén con sales

El ADN molde se desnaturaliza por calor a temperaturas de
94-95°C en presencia de los cebadores. Después de esto, se hace
descender la temperatura para permitir la hibridacién de los
cebadores con sus secuencias complementarias.

Los cebadores son los responsables de la especificidad en la
reaccion. Tienen tamanos muy variables, desde un minimo de
12-13 a 80 6 mas nucledtidos, aunque por lo general su longitud
oscila entre los 18 y 24 nucleétidos. En la reaccién de PCR, la
ADN polimerasa reconoce el extremo 3’ libre del cebador que
estd unido al ADN molde, afiadiendo en ese punto los dNTPs
complementarios a la hebra molde produciendo la elongacién
de la cadena y dando lugar a la formacién de la hebra
complementaria.

La enzima ADN polimerasa utilizada es termoestable para
resistir los procesos de incubacién a 95°C. De esta forma se
evita que resulte inactivada durante las sucesivas etapas de
desnaturalizacién. La ADN polimerasa mas utilizada es la Taq
Polimerasa, obtenida a partir de la bacteria termoéfila Thermus
aquaticus. La ADN polimerasa incorpora los dNTPs, utilizando
la energia de los enlaces trifosfato para catalizar la reaccién de
sintesis en sentido 5’3’
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La concentracién de iones Mg2+ en forma de MgCl2 es
fundamental. A concentraciones adecuadas, el Mg2+ actia
como cofactor de la ADN polimerasa. En general, se anade a
la concentracién de 1.5 mM. Variando estas concentraciones,
es posible incrementar la cantidad de producto, reducir las
amplificaciones no deseadas o aumentar la eficiencia de la
reaccién (aunque el efecto también puede ser el contrario

a concentraciones de Mg2+ inadecuadas). En el ciclo de
amplificaciéon la reaccién de PCR se desarrolla en tres fases:
desnaturalizacién, hibridaciéon y elongacion.

En la desnaturalizacién se separan las dos hebras del ADN
molde bicatenario y al tiempo se inhibe la actividad enzimatica.
La temperatura utilizada generalmente es de 94-95°C durante un
tiempo que puede variar entre 30 segundos y 2 minutos.

En la fase de hibridacién se desciende la temperatura hasta
permitir que los cebadores puedan unirse a sus secuencias
complementarias en el ADN molde. Esta fase es critica, ya que
hay multiples factores que pueden interferir en la unién de los
cebadores.

En la extensién la Tag ADN polimerasa sintetiza la cadena
complementaria a la hebra molde a partir del cebador

hibridado con su secuencia diana. La temperatura que se utiliza
generalmente es de 72 °C y el tiempo de elongacién varia en
funcién de la longitud del fragmento a amplificar: fragmentos de
500 pb es posible elongarlos en 30 segundos, mientras que para
segmentos mas largos se utilizard un tiempo de 60 segundos.

En la PCR, estas tres fases conforman un ciclo que se repite 25-30
veces. Normalmente antes de iniciar los ciclos, se programa una
fase de desnaturalizacién inicial de 2-5 minutos, con el fin de
asegurar una total separacién de las hebras de ADN. Al finalizar
los ciclos, también es frecuente la programaciéon de una fase de
extensién final de 5-10 minutos para terminar todas aquellas
extensiones parciales en curso.

3.1.3 Técnicas especificas de analisis genético

La metodologia seguida para el anéalisis de los distintos
polimorfismos genéticos considerados en este trabajo, varié en
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funcién de los genes estudiados. Las técnicas utilizadas segun
los genes fueron:

- Sondas FRET en caso de la PPARGCIA

- Single base extension en el caso de la HFE y GDF8
- RFLP en el caso de la ACTN3, CKMM y AGT

- Electroforesis en el caso de la ECA

a. Estudio de temperatura de melting mediante
sondas FRET

El objetivo es la amplificacién mediante PCR a
tiempo real de la regién de ADN dentro del gen,
para posteriormente identificar mediante el estudio
de curvas de melting el polimorfismo genético
correspondiente.

En los ultimos afios, el desarrollo de la PCR a tiempo
real, ha permitido que los procesos de amplificacién
y deteccién se produzcan simultdneamente en el
mismo tubo de reaccién. Este tipo de PCR, gracias a la
utilizacién de fluorescencia, permite saber la cantidad
de ADN que se esta amplificando en cada momento,
ya que la emisién de fluorescencia que se produce

es directamente proporcional a la cantidad de ADN
que se sintetiza. Otra de las aplicaciones que permite
el uso de fluorescencia en la PCR a tiempo real es el
estudio de mutaciones puntuales o de single nucleotide
polymorphisms (SNPs).

Los sistemas de deteccién por fluorescencia empleados
en la PCR a tiempo real pueden ser de dos tipos:
agentes intercalantes y sondas especificas marcadas
con fluorocromos. En el caso del estudio de SNPs

el sistema de deteccién de interés son las sondas
especificas marcadas con fluorocromos.

Una de las sondas mas utilizadas para la deteccién
de SNPs son las sondas FRET que se basan en la
Transferencia de Energia Fluorescente mediante
Resonancia entre dos moléculas, un donador y un
aceptor, marcados con dos flurocromos diferentes
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en los extremos 3'y 5', respectivamente. Ademas, las
sondas hibridan en regiones adyacentes del ADN diana,
de forma que cuando las dos sondas estdn unidas los
dos fluorocromos estdn muy proximos.

Asi, si durante la fase de annealing la sonda donadora
es excitada, transferira su energia a la sonda aceptora
que, a su vez, emitira fluorescencia que el equipo es
capaz de detectar. La sefial recogida es directamente
proporcional a la cantidad de ADN amplificado, ya que
la cantidad de sonda hibridada aumenta a medida que
aumenta la cantidad de producto de PCR.

Entre los termocicladores para llevar a cabo la PCR a
tiempo real cabe desatacar el Light Cycler 1.5 de Roche
que incorpora un diodo capaz de excitar los fluoréforos
amarillos incluyendo la fluoresceina y un lector de
fluorescencia disefiado para poder medir, en cualquier
momento, la fluorescencia emitida en cada uno de

los viales donde se realice la amplificaciéon. La luz
fluorescente emitida es detectada en tres canales: luz
verde (530 nm), luz roja (640 nm, LightCycler® Red 640)
y cerca del infrarojo (705 nm, LC Red 700).

En el disefio desarrollado por Roche de sondas de
oligonucleotidos que pueden hibridar adyacentes

en una muestra de ADN, una estd marcada con
fluoresceina en su extremo 3'terminal (3FL) y la otra
marcada en su extremo 'con fluoréforos que emiten

a 530, 640 6 705 nm. El grupo libre 3'-hidroxilo del
extremo se bloquea generalmente con un fosfato para
evitar su extensiéon por la polimerasa.

La deteccién de SNPs con sondas FRET se realiza
mediante el estudio de la temperatura de melting de las
sondas disefladas. Cada ADN de doble cadena tiene su
temperatura de melting (Tm) especifica, que se define
como la temperatura tedrica a la cual el 50% del ADN
nativo se convierte en ADN de cadena sencilla. Las Tm
vienen determinadas basicamente por la longitud del
ADN, el porcentaje de contenido en pares GC y el grado
de complementariedad entre las cadenas.
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El analisis de curvas de melting se basa en el disefio
especifico de sondas complementarias a la regién del
ADN susceptible se sufrir la mutacién. Tras la PCR,
el calentamiento lento del heteroduplex formado
por la sonda y el amplicén, y la medida simultanea
de los cambios en fluorescencia resultantes de la
desnaturalizacién producida, nos proporcionan

las curvas de melting especificas de cada producto
amplificado. Un solo mismatch entre la sonda
marcada y el amplicon reduce significativamente la
Tm. Asi, los heteroduplex que contienen mismatches
desnaturalizan a menores temperaturas que sondas
unidas de forma completamente homologa.

Sila sonda marcada esta disefiada contra el wild type,
es decir contra el genotipo normal, la Tm de éste sera
mayor que la Tm del genotipo mutante. En el caso de
genotipos heterocigotos se obtendran curvas con las
dos Tm.

b. Single Base Extensién

La identificacién de mutaciones genéticas mediante
la técnica de SBE esta basada en la utilizacion de
oligonucleétidos especificos, que afiadidos a un
producto de PCR previamente amplificado permite
identificar el tipo de nucleétido que ocupa una
determinada posicién.

La particularidad de esta técnica consiste en la naturaleza
y composicién del oligonucleétido de SBE, cuya ultima
base en el extremo 3’ terminal es la complementaria a la
anterior que es susceptible de estar mutada.

El desarrollo de la técnica de SBE se llevo a cabo en
un secuenciador automatico de ADN, ABI 310 Genetic
Analyzer mediante la utilizacién del kit comercial

ABI PRISM® SnaP ShotTM Multiplex kit de la casa
comercial Applied Biosystems. Dicho kit contiene
didesoxinucleotidos marcados con fluoréforos
diferentes que impiden la adicién de méas nucleétidos,
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de forma que al realizarse una segunda reaccién de
amplificacién de PCR, la Taq ADN polimerasa en la
fase de extensién afiadird Unicamente el nucledtido
correspondiente, que a su vez se correspondera con la
posicién a investigar.

De esta forma, se generaran nuevos fragmentos de
PCR de la longitud inicial del oligonucleétido méas un
nucleétido adicional que ha incorporado la enzima
Taq ADN polimerasa con la peculiaridad de que en
esta circunstancia el tamano del fragmento a estudiar
es conocido de antemano. Adicionalmente, su tltimo
nucleétido aparece marcado con fluorescencia, de
forma que al ser sometido a electroforesis en el
secuenciador automaético se va a poder identificar la
posiciéon y la naturaleza del nucleétido de interés.

c. Andlisis de restriccién de los productos
amplificados (RFLP)

Uno de los métodos empleados para la caracterizacién
inicial de fragmentos de ADN amplificados por PCR es
la obtencién de su mapa de restriccién sometiéndolo

a digestién con endonucleasas de restriccion. De

esta forma se localizan la posicién de las dianas de
reconocimiento especifico de una endonucleasa de
restriccion, tras el andlisis de los fragmentos generados
en la digestion en geles de agarosa.

Las endonucleasas de restriccién son enzimas

que poseen la capacidad de reconocer secuencias
especificas relativamente cortas de ADN como dianas
para esos cortes. Cada enzima de restriccién tiene una
diana particular de ADN duplex, generalmente una
secuencia especifica de 4 a 6 pares de bases. De esta
forma, la enzima corta el ADN en cada punto en que
encuentra su secuencia diana.

Los tamanos de los fragmentos pueden, posteriormente
ser determinados mediante electroforesis en geles de
agarosa y comparacién con un patrén de tamarnios
conocidos.
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d. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Visualizar en un gel de agarosa el ADN extraido o los
productos obtenidos en una amplificacion por PCR para
evaluar su pureza y concentracién en una muestra tras
el proceso de purificacién y/o determinar el tamario de
los fragmentos amplificados.

La electroforesis es un sistema de transporte de
moléculas bajo la accién de un campo eléctrico.
Cuando se aplica un campo eléctrico a un gel

de agarosa, los fragmentos de ADN, cargados
negativamente a pH neutro, debido a sus grupos
fosfato, migran hacia el polo + (dnodo) con una
velocidad de migracién inversamente proporcional

a su tamarno. De esta forma los fragmentos de ADN
contenidos en una muestra se iran separando en su
recorrido en funcién de la masa molecular que posean.

La matriz mas utilizada para la electroforesis de
ADN es la agarosa, polisacarido extraido de las

algas marinas y compuesto por -D-galactopiranosa
y 3,6-anhidro-a-L-galactopiranosa. Un aspecto
importante de la agarosa es su estado fisico.
Normalmente, funden a temperaturas cercanas a los
90 °C y gelifican en torno a los 35 °C. Al gelificar, la
agarosa genera una matriz dejando entre si espacios
donde se aloja el liquido y por los que van a migrar las
moléculas cargadas. En funcién de la concentracién
de agarosa empleada, la densidad de esta matriz sera
mas o menos compacta y por lo tanto el tamarfio del
poro por el que migraran las moléculas serda mas
grande o mas pequeno.

La electroforesis en geles de agarosa se realiza en

un plano horizontal con éstos sumergidos en un
tampoédn. Debido a esto, las muestras de ADN han de
tener una elevada densidad para que permanezcan
en el interior del pocillo durante el proceso de carga.
Por ello, las muestras se mezclan con un tampén de
carga, que contiene glicerol (incrementa la densidad)
y uno o dos colorantes cargados negativamente (azul

PARTE I Métodos / Métodos generales para la determinacion genética 75

de bromofenol y/o xylen cyanol) que con su migraciéon
actuan de indicadores del avance de las muestras.

Para estimar el tamano y la concentracién de los
fragmentos de ADN analizados, se incluye en el gel,
de forma simultanea, un conjunto de marcadores de
tamafio y concentracién conocidos. Normalmente, se
utilizan fragmentos procedentes de ADN virales o de
plasmidos digeridos con alguna enzima de restriccién
que generan fragmentos de tamafios conocidos.

La visualizacién del ADN en los geles se hace mediante
tincién con el colorante fluorescente bromuro de

etidio, que tiene la propiedad de intercalarse entre

las bases nitrogenadas del ADN. El bromuro de etidio
puede ir incorporado al gel o incorporarse a éste
mediante su inmersién en una “solucién de tenido”.

La deteccién de los fragmentos de ADN se realiza en
un transiluminador ultravioleta (UV). La radiacién
ultavioleta emitida a 254 nm es absorbida por el ADN y
transferida al colorante, mientras que las de 302 nm y
366 nm son absorbidas directamente por el bromuro de
etidio. En ambos casos, la energia es emitida a 590 nm
en la regién rojo-naranja del espectro visible. Puesto
que intensidad de fluorescencia del complejo ADN-
colorante es mucho mayor que la del colorante no
unido, es posible detectar cantidades pequenas de ADN.
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3.2 Sujetos 123 sujetos sanos, no deportistas (sedentarios). Tanto el grupo de

3.2.1 Sujetos estudio 1

La muestra estuvo compuesta por: 39 remeros, 52 corredores,

50 ciclistas y 123 sujetos sedentarios. El requisito de inclusion
para la muestra de remeros (media [ETM] VO, max: 71,4 [0,7]
ml-kg’-min) fue haber obtenido, al menos, una medalla

en el Campeonato del Mundo de remo en cualquiera de las
modalidades en disputa, couple o punta, desde 1977, afio de

la primera medalla ganada por el Seleccién Espafiola hasta el
ano 2009. Es de destacar el hecho de que todos los sujetos que
reunieron estas exigentes condiciones a lo largo de la historia del
remo espafiol, sin exclusién alguna, participaron en el presente
estudio. Los 52 corredores de clase olimpica eran especialistas

en distancias comprendidas entre los 5000 metros y el maratén
(42195 metros), entre los que se incluyeron campeones del Mundo
y de Europa, junto a medallistas y finalistas en Juegos Olimpicos
(VO, max: 73,3[0,8] ml-kg*min™). Los 50 ciclistas eran profesionales
que habian participado y terminado en la competicién més
importante del mundo, el Tour de Francia, incluyendo varios
vencedores de etapa (VO, max: 73,5[0,8] ml-kg*-min™). Por ultimo,
los 123 sujetos controles eran sujetos sanos todos ellos sedentarios.
Todos los individuos participantes en el estudio eran de raza
caucasica, con origenes espafioles en tres 0 mas generaciones.

3.2.2 Sujetos estudio 2

La muestra estuvo constituida por un grupo de remeros de

élite peso ligero de nivel mundial y otro de nivel nacional. El
grupo de nivel mundial estuvo compuesto por 39 remeros. El
requisito de inclusién fue haber obtenido, al menos, una medalla
en el Campeonato del Mundo de Remo en cualquiera de las
modalidades en disputa, couple o punta, desde 1997, afio de la
primera medalla ganada por la Seleccién Espafiola hasta el afio
2006. El grupo de remeros de nivel nacional estuvo formado

por 15 varones que habian participado en los Campeonatos de
Espafia de maximo nivel pero no en Campeonatos del Mundo. La
mitad de ellos (n = 7) ganaron al menos una medalla de bronce,
plata u oro en la categoria peso ligero en las modalidades couple
o punta en Campeonatos de Espana celebrados entre 1997 y
2006. En este estudio también participé un grupo de control, de

remeros de nivel mundial como el de control participaron como
sujetos en el estudio [ ?%). E]l grupo de control también participd
en el estudio de Chicharro et al. @9 El tamaro de las muestras de
remeros es escasa, sin embargo es imposible incrementarla en el
caso de los remeros de nivel mundial puesto que fueron incluidos
todos los remeros espafioles que cumplieron con los requisitos.
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3.3 Procedimientos

3.3.1 Procedimientos estudio 1

Durante el invierno y primavera de 2005 (corredores, ciclistas
y controles) y primavera-verano de 2007 (remeros) se extrajo
DNA gendmico a partir de una muestra de sangre periférica
colectada en tubos conteniendo un anticoagulante (EDTA),

las secuencias de ADN fueron amplificadas por reaccién en
cadena de polimerasa (PCR). Los productos de este proceso
fueron genotipados en el laboratorio de la Universidad Europea
de Madrid (UEM) mediante distintas técnicas (contenidos
desarrollados en el punto 3.1 del presente capitulo). A fin

de asegurar un minucioso proceso de control interno, para

el analisis de cada genotipo, usamos controles positivos

y negativos de diferentes alicuotas de ADN, que fueron
previamente sometidas al mismo método de genotipado.
Siguiendo las recomendaciones recientes para los estudios

de asociacién de genotipo-fenotipo en humanos, que sugiere
que “una submuestra de polimorfismos debe ser evaluada con
una segunda tecnologia que confirme el mismo resultado con
excelente concordancia” ?, el genotipado de ACTN3 y ECA fue
repetido (primavera de 2008) en otro laboratorio (Progenika,
Zamundio, Espana) usando otra metodologia (oligonucleotide-
based DNA micorray attaching oligonucleotide probes for the
two genes to an amino-silanized glass using spotting device).
Los resultados obtenidos tanto para ACTN3 como para ECA
mostraron en ambos laboratorios total concordancia.

Las distribuciones de genotipos se ajustaron al equilibrio

de Hardy-Weinberg en las cuatro poblaciones, excepto en el
polimorfismo I/D de la ECA en corredores (X?=10.93, P=0.001) y
en los ciclistas (X?,=5.80, P=0.022).

Genotipos

Para este estudio se tuvieron en cuenta ocho
polimorfismos genéticos asociados con el rendimiento
en resistencia cuya influencia sobre rasgos fenotipicos
claves para esta capacidad estéd bien documentada.
En concreto:
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. El polimorfismo ARG577Ter (rs1815739) del gen de

la a-Actinina-3 (que codifica la sintesis de a-Actinina-3
en las fibras del musculo esquelético) implicado en la
capacidad de los musculos para producir contracciones
rapidas y evitar el dano originado por las contracciones
excéntricas del musculo 02209,

. El polimorfismo ID (287 bp) del gen de la enzima

convertidora de angiotensina (ECA), relacionado con
la respuesta muscular al entrenamiento a nivel de
eficiencia e hipertrofia 6%,

. El polimorfismo Gly482Ser (rs8192678) del

gen coactivador-1la del receptor vy activado por
proliferadores de peroxisomas (PPARGC1A) asociado
con la biogénesis mitocondrial y la conversién de
fibras musculo esqueléticas (II-1) ©3.

. El polimorfismo GIn12Ter (rs17602729) del gen

de la adenosin monofosfato desaminasal (AMPD1)
implicado en la degradacién de nucledtidos de
adenina y en la regulacién de la glucdélisis muscular
en ejercicio intenso 49,

. El polimorfismo Ncol RFLP 1170 bp/985+185bp del

gen de la Creatina Quinasa muscular (CKMM) esta
relacionado con el suministro de energia a las fibras
musculo esqueléticas y con la tolerancia al dafio de
las mismas 149,

. El polimorfismo Lys153Arg (rs1805086) del gen de la

miostatina (GDF8) asociado con fuerza muscular (160162,

. El polimorfismo His63Asp (rs1799945) del gen de la

Hemocromatosis Hereditaria (HFE) relacionado con
la capacidad para absorber suplementos de hierro y
sin efectos nocivos sobre la salud @79,

. El polimorfismo Met325Thr (rs699) del gen

angiotensinégeno (AGT) asociado con mayores
niveles de angiotensina II y por tanto con el
crecimiento del musculo esquelético ©°.
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El genotipado fue realizado especificamente para la
investigacién propuesta, con la hipétesis de que los
polimorfismos antes citados son candidatos a influir en
el rendimiento deportivo. El investigador responsable
del genotipado fue totalmente ciego para la identidad
concreta de los sujetos analizados, ya que la privacidad
en la identidad de las muestras de sangre estuvo
garantizada por el uso de cédigos de barras.

3.3.2 Procedimientos estudio 2

Durante el invierno y primavera de de 2007 se realizé la toma
de muestras de los remeros de nivel mundial, en verano del
2008 se tomaron las muestras de los remeros de nivel nacional.
Se extrajo DNA gendmico a partir de una muestra de sangre
periférica colectada en tubos conteniendo un anticoagulante
(EDTA), las secuencias de ADN fueron amplificadas por
reaccién en cadena de polimerasa (PCR). Los productos

de este proceso fueron genotipados en el laboratorio de la

UEM mediante distintas técnicas (contenidos desarrollados

en el punto 3.1 del presente capitulo). A fin de asegurar un
minucioso proceso de control interno, para el analisis de cada
genotipo, usamos controles positivos y negativos de diferentes
alicuotas de ADN, que fueron previamente sometidas al mismo
método de genotipado.

Genotipos

Para este estudio se tuvieron en cuenta siete
polimorfismos genéticos asociados con el
rendimiento en resistencia cuya influencia sobre
rasgos fenotipicos claves para esta capacidad esta
bien documentada.

En concreto:

1. El polimorfismo ID (287 bp) del gen de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA)

2. El polimorfismo ARG577Ter (rs1815739) del gen de la
a-Actinina-3
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3. El polimorfismo GIn12Ter (rs17602729) del gen de la
adenosin monofosfato desaminasal (AMPD1).

4. El polimorfismo Ncol RFLP 1170 bp/985+185bp del
gen del la Creatina Quinasa muscular (CKMM).

5. El polimorfismo His63Asp (rs1799945) del gen de la
Hemocromatosis Hereditaria (HFE).

6. El polimorfismo Lys153Arg (rs1805086) del gen de la
miostatina (GDF8).

7. El polimorfismo Gly482Ser (rs8192678) del
gen coactivador-1la del receptor vy activado por
proliferadores de peroxisomas (PPARGC1A).

El genotipado fue realizado especificamente para la
investigacién propuesta, con la hipotesis de que los
polimorfismos antes citados son candidatos a influir en
el rendimiento deportivo. El investigador responsable
del genotipado fue totalmente ciego para la identidad
concreta de los sujetos analizados, ya que la privacidad
en la identidad de las muestras de sangre estuvo
garantizada por el uso de cddigos de barras.

Williams y Folland 9 han aplicado recientemente un
“enfoque poligénico” al rendimiento deportivo. En su
estudio trataron de predecir la probabilidad de que
existiesen sujetos que tuviesen el perfil poligénico
perfecto para la resistencia. Dicho perfil 6ptimo se
obtuvo a partir de la mejor acumulacién teérica de la
combinacién de 23 polimorfismos genéticos que son
candidatos a influir en las diferencias individuales en
uno o mas rasgos fenotipicos de la resistencia. Estas
variantes fueron seleccionadas en base a estudios

de asociacién previos con poblacién caucasica. A la
combinacién alélica, tedéricamente éptima, de un

gen se le aplicd un maximo de puntuacién de dos,
frente al uno o cero para la combinacién intermedia y
peor respectivamente. Los autores combinaron todas
las puntuaciones individuales en una puntuacién
general “Puntuacioén Genotipica Total” (PGT), con un
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valor méaximo posible de 100, que se corresponderia

al perfil poligénico éptimo para la resistencia. Ellos
predijeron también que la distribucién de la PGT en el
planeta es leptocurtica, esto es, con la mayor parte de
las puntuaciones acumuladas en torno a la media. Esta
distribucién dificultaria la posibilidad de que exista un
ser humano perfecto o casi perfecto en cuanto a su perfil
poligénico para la resistencia: la probabilidad de que
exista en el planeta un individuo con la PGT dptima para
la resistencia seria tan solo del 0,0005% ©%.

Puntuacién Genotipica Total (PGT)

Se calcul6 la influencia combinada (perfil poligénico)
para los siete polimorfismos estudiados en cada remero
siguiendo el procedimiento de Williams y Follands ©#:

(1) Se puntud cada genotipo dentro de cada
polimorfismo (Tabla 3.1). Se asigné una Puntuacién
Genotipica (PG) de 2 puntos al genotipo 6ptimo o
preferible, 1 para el intermedio y 0 para el genotipo
menos “éptimo” o peor, teniendo en cuenta su
contribucién a la resistencia.

(2) Se sumé la puntuaciéon obtenida en los 7 genotipos
(PGE,., + PG + PG + PG + PG + PG +

ACTN3 GDr8
PG

AMPD1 CKMM

PPARGClA)

(3) Esta puntuacion se transformo a una escala con
minimo 0 y mé&ximo 100 para facilitar la interpretacién
de las puntuaciones, que se denominé Puntuacién
Genotipica Total (PGT), de la siguiente forma:

+ PGA + PG +

ACTN3 AMPD1 CKMM

PGT= (100/14) X (PG, + PG
PG,,, + PG, + PG

GDF8 PPARGCIA)

Donde 14 es el resultado de multiplicar 7 (numero
total de polimorfismos estudiados) por 2, que es la
puntuacién éptima correspondiente al genotipo més
apropiado para la resistencia. De esta forma, una PGT
de 100 representa el perfil poligénico perfecto para

el rendimiento en remo, que se da cuando se obtiene
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Tabla 3.1. Puntuacion Genotipica asignada a los diferentes polimorfismos estudiados.

la puntuacién genética (PG) igual a 2 en todos los
polimorfismos, por el contrario una PGT de O representa
la peor de las combinaciones posibles, donde todos las

PG son 0.

Simbolo Gen Polimorfismo Puntuacién Genotipica (PG)
ECA Enzima convertidora de 287 bp Ins(1)/Del(D) 0=I1l
angiotensina 1=1D
2=DD
ACTN3 a-Actinina-3 Arg(R)577Ter(X) 0=XX
(rs1815739) 1=RX
2=RR
AMPD1 Adenosin monofosfato GIn(Q)12Ter(X) 0=XX
Desaminasal (isomorfismo M) (rs17602729) 1=0Q0X
2=QQ
CKMM Creatina Quinasa, musculo Ncol RFLP 1170 0=1170/1170
bp+185bp 1 =985+185/1170
2 =985+185/985+185
HFE Hemocromatosis Hereditaria His(H)63Asp(D) 0=HH
(rs1799945) 1=HD
2=DD
GDF-8 Miostatina (factor de Lys(K)153Arg(R) 0=RR
crecimiento y diferenciacion) (rs1805086) 1=RK
2 =KK
PPARGC1A | Coactivador-1a del receptor y Gly(G)482Ser(S) 0=S8S
activado por proliferadores de (rs8192678) 1=GS
peroxisomas 2=GG

A fin de comparar el perfil poligénico de los remeros
con el de la poblacién general espafiola, creamos una
base de datos con 50000 hipotéticos sujetos espatioles,
para los cuales se generd un perfil poligénico al azar
(con los siete genes considerados), basado en la
frecuencia de cada genotipo en la poblacién espafiola
obtenida en el estudio anterior.
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Puntuacién en medallas

Se confeccioné un sistema de puntuacién en medallas
arbitrario, a fin de establecer una clasificacién ordinal
de los remeros de la siguiente forma: a las medallas

de oro, plata y bronce obtenidas en Campeonatos del
Mundo se le asignaron 9, 6 y 3 puntos respectivamente,
mientras que a las obtenidas en Campeonatos de
Espana se le asigno 3, 2 y 1 punto respectivamente.

La puntuacién 0 fue asignada a los remeros de nivel
nacional que no alcanzaron ninguna medalla en
Campeonatos de Espafia (n = 8). Como ejemplo, uno de
los remeros de nivel mundial obtuvo una puntuacién
de 42, ya que gané dos medallas de oro (puntuacién =
18), dos medallas de plata (puntuacién = 12) y cuatro
medallas de bronce (puntuacién = 12). La puntuacién
mas alta se asignoé al resultado més importante, que
es el primer puesto en el Campeonato del Mundo,

por el contrario la puntuacién mas baja (0) se asignd

a aquellos que no ganaron ninguna medalla. La
gradacién en cuanto a la asignacién de puntos fue tres
veces superior para el Campeonato del Mundo, frente
al Campeonato de Espana, por considerar que aquellos
atletas que ganan medalla en Campeonatos del Mundo
debian tener mejor nivel que aquellos que lo hacen en
Campeonatos de Espafia. Sin embargo se realizaron
analisis de sensibilidad con objeto de examinar si los
resultados se veian afectados por la forma en la que se
operativiz6 la puntuacién en medallas.
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3.4 Anailisis estadistico

3.4.1 Analisis estadistico estudio 1

Las frecuencias de los genotipos fueron comparadas entre los
cuatro grupos usando el test chi-cuadrado de Pearson. Todos los
analisis fueron llevados a cabo usando el Statistical Package for
Social Sciences (SPSS, v. 16.0 para WINDOWS; SPSS Inc., Chicago,
IL) y el nivel de significacién (a) fue fijado en 0,05.

3.4.2 Analisis estadistico estudio 2

En primer lugar se compararon las frecuencias genotipicas para
cada uno de los siete polimorfismos y la PGT entre los remeros
de categoria mundial y los de categoria nacional usando el

test chi-cuadrado de Pearson y una prueba t para muestras
independientes respectivamente. Se ajustaron las comparaciones
multiples para un nivel de significacién global %),

En segundo lugar, para determinar el impacto de poseer un perfil
genético deseable para el éxito deportivo en relacién al nimero
de medallas ganadas en Campeonatos Mundiales o Nacionales,
se llev6 a cabo un anélisis de covarianza de un factor, en el que
los quintiles donde la Puntuacién Genotipica Total fue el factor
fijo, la puntuacién en medallas la variable dependiente y el
grupo de remeros (nacionales e internacionales) la covariable.

Finalmente, se represent6 graficamente la distribucién de la
Puntuacién Genotipica Total para los grupos de remeros, asi
como para la poblacién general espafiola. Todos los anélisis
fueron llevados a cabo usando el Statistical Package for Social
Sciences (SPSS, v. 16.0 para WINDOWS; SPSS Inc., Chicago, IL) y
el nivel de significacién (a) se fijé en 0,05.
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3.5 Aspectos éticos y legales

Esta investigacion se ha realizado de acuerdo a las normas de buena
practica clinica con plena aceptacion de las normas éticas vigentes
(Declaraciéon de Helsinki, revisién de Edimburgo 2000) y respetando
todos los aspectos establecidos en la legislacién vigente en materia de
investigacién clinica:

Convenio para la proteccién de los Derechos Humanos y la dignidad del

ser humano con respecto a las aplicaciones de la Biologia y la Medicina.
Convenio relativo a los Derechos Humanos y la Biomedicina (Aprobado por
el Comité de Ministros de 19 de noviembre de 1996. Firmado el dia 4 de abril
de 1997, publicado en el BOE de 20-X-99 y corregido segiin BOE de 11-XI-99).

- Ley organica 15/99 de 13 de diciembre de Proteccién de Datos
de caracter Personal.

- Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la
autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia
de informacién y documentacién clinica.

- La confidencialidad de los datos se mantuvo a través del uso de
cédigo de barras.
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados estudio 1

A continuacién se presentan los analisis de los resultados en funcién de
los distintos polimorfismos pertenecientes al conjunto de genes analizados
y su distribucién dentro de las cuatro muestras de sujetos consideradas,
pertenecientes a tres deportes caracterizados por su alta exigencia fisica en
el ambito de la resistencia: Ciclismo (ruta), Atletismo (fondo) y Remo (peso
ligero), ademas de una muestra de controles compuesta por sujetos sanos.

En la Tabla 4.1 se presenta la distribucién de los distintos polimorfismos
del gen ACTN3 en funcién de la practica deportiva. Un 28,4% de los
sujetos present6 el polimorfismo RR, un 51,5% el RX y un 20,1% el XX.
Las combinaciones alélicas del gen ACTN3 no se distribuyeron de forma
diferente en las 4 poblaciones consideradas (X2(6) = 3,36; P = 0,763).

Tabla 4.1. Distribucién de polimorfismos pertenecientes al gen ACTN3.

GRUPOS ACTN3

RR RX XX
Controles
(n=123) 28,5% 53,7% 17,9%
Ciclistas
(n= 50) 28,0% 46,0% 26,0%
Corredores
(n= 52) 25,0% 57,7% 17,3%
Remeros
(n= 39) 33,3% 43,6% 23,1%
Total
(n=264) 28,4% 51,5% 20,1%

En la Tabla 4.2 se presenta la distribucién de los distintos polimorfismos
del gen ECA en funcién de la practica deportiva.

Un 37,9 % de los sujetos presentd el polimorfismo DD, un 40,2% el DI y un
22,3 % el 1I. Las combinaciones alélicas del gen ECA se distribuyeron de
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forma diferente en las 4 poblaciones consideradas (X*(6) = 19,26; P =0,004).
El andlisis de los residuos tipificados corregidos puso de manifiesto que
en la poblaciéon de ciclistas hubo un mayor porcentaje de DD (50%), en la
de corredores un menor porcentaje de DI (26.9%) y un mayor porcentaje
de II (40.4%), vy en la de remeros un menor porcentaje de II (10,3%) de los
porcentajes estimados para la poblacién global (p < 0,05).

Tabla 4.2. Distribucion de polimorfismos pertenecientes al gen ECA.

GRUPOS ECA

DD DI ]
Controles
(n=123) 34,7% 46% 19,4%
Ciclistas
(n= 50) 50% 30% 20%
Corredores
(n= 52) 32,7% 26,9% 40,4%
Remeros
(n=39) 38,5% 51,3% 10,3%
Total
(n=264) 37,9% 40,2% 22,3%

En la Tabla 4.3 se presenta la distribucién de los distintos polimorfismos
del gen PPARGCIA en funcién de los grupos considerados.

Un 42,4% de los sujetos presenté el polimorfismo GG, un 43,6% el

GSy un 14,0% el SS. Las combinaciones alélicas del gen PGC no se
distribuyeron de forma diferente en las 4 poblaciones consideradas (X?(6)
=10,21; P =0,116).

Tabla 4.3. Distribucion de polimorfismos pertenecientes al gen PPARGC1A.

GRUPOS PPARGCIA

GG GS SS
Controles
(n=123) 38,2% 51,2% 10,6%
Ciclistas
(n= 50) 56,0% 34,0% 10,0%
Corredores
(n= 52) 41,0% 38,5% 20,5%
Remeros
(n= 39) 41,0% 38,5% 20,5%
Total
(n=264) 42,4% 43,6% 14,0%

En la Tabla 4.4 se presenta la distribucion de los distintos polimorfismos del gen
AMPD1 en funcién de la practica deportiva. Para el anélisis de los resultados se
agruparon los polimorfismos XX y QX, debido a que sélo un sujeto del grupo
control y otro del grupo remeros presentaban el polimorfismo XX.

Un 86,3% de los sujetos present6 el polimorfismo CC y un 13,7% el CT.
Las combinaciones alélicas del gen AMPD1 no se distribuyeron de forma

diferente en las 4 poblaciones consideradas (X?(3) = 8,22; P = 0,223).

Tabla 4.4. Distribucion de polimorfismos pertenecientes al gen AMPDI1.

GRUPOS AMPD1

Qa Qax XX
Controles
(n=123) 82,1% 17,1% 0,8%
Ciclistas
(n= 50) 88% 12,0% 0%
Corredores
(n= 52) 94,2% 5,8% 0%
Remeros
(n= 39) 82,1% 15,4% 2,6%
Total
(n=264) 85,6% 13,6% 0,8%

En la Tabla 4.5 se presenta la distribucién de los distintos polimorfismos
del gen CKMM en funcién de su practica deportiva.

Un 10,2% de los sujetos present6 el polimorfismo 1170/1170, un 49,6% el
1170/985 y un 40,2% el 985/985. Las combinaciones alélicas del gen CKMM
no se distribuyeron de forma diferente en las 4 poblaciones consideradas
(X?(6) = 5,67; P = 0,461).

Tabla 4.5. Distribucion de polimorfismos pertenecientes al gen CKMM.

GRUPOS CKMM

1170/1170 1170/985 985/985
Controles
(n=123) 12.2% 52.8% 35.0%
Ciclistas
(n= 50) 8.0% 46.0% 46.0%
Corredores
(n= 52) 3.8% 53.8% 42.3%
Remeros
(n= 39) 15.4% 38.5% 46.2%
Total
(n=264) 10.2% 49.6% 40.2%




PARTE | Resultados / Resultados estudio 1 90

En la Tabla 4.6 se presenta la distribucién de los distintos polimorfismos
del gen GDF-8 para los distintos grupos considerados.

Un 89,8% de los sujetos present6 el polimorfismo KK y un 9,8% el KR. Para
el andlisis de los datos se agruparon los polimorfismos RR y KR dado que
sélo un sujeto del grupo de ciclistas present6 el primero. Esta distribucién
no fue significativamente diferente en las 4 poblaciones consideradas
(X?(3) = 0,57; P = 0,903).

Tabla 4.6. Distribucion de polimorfismos pertenecientes al gen GDF-8.
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Tabla 4.7. Distribucion de polimorfismos pertenecientes al gen HFE.

GRUPOS HFE

HH HD DD
Controles
(n=123) 66,7% 24,4% 8,9%
Ciclistas
(n= 50) 52,0% 42,0% 6,0%
Corredores
(n= 52) 50% 40,4% 9,6%
Remeros
(n=39) 76,9% 23,1% 0%
Total
(n=264) 62,1% 30,7% 7,2%

En la Tabla 4.8 se presenta la distribucién de los distintos polimorfismos

del gen AGT para los distintos grupos considerados.

Un 31,5% de los sujetos present6 el polimorfismo MM, un 48,5% el
MT y un 20,2% el TT. Las combinaciones alélicas del gen AGT no se
distribuyeron de forma diferente en las 4 poblaciones consideradas (X?(6)

GRUPOS GDF-8

KK KR RR
Controles
(n=123) 90,2% 9,8% 0%
Ciclistas
(n= 50) 88% 10% 2%
Corredores
(n= 52) 88,5% 11,5% 0%
Remeros
(n= 39) 92,3% 7,7% 0%
Total
(n=264) 89,8% 9,8% 0,4%

En la Tabla 4.7 se presenta la distribucién de los distintos polimorfismos
del gen HFE en funcién de la practica deportiva.

Un 62,1% de los sujetos presentaron el polimorfismo HD/HD, un 30,7% el
HD/HH y un 7,2% el HH/HH. Las combinaciones alélicas del gen HFE se
distribuyeron de forma diferente en las 4 poblaciones consideradas (X?(6)
=13,69; P =0,03). El anélisis de los residuos tipificados corregidos puso de
manifiesto que en la poblacién de corredores hubo un menor porcentaje
de HD/HD (50%), mientras que en los remeros hubo un mayor porcentaje
para el mismo polimorfismo (76,9%) de los porcentajes estimados para la
poblacién global (p < 0,05).

=3,29; P=0,772).

Tahla 4.8. Distribucion de polimorfismos pertenecientes al gen AGT.

GRUPOS AGT

MM MT T
Controles
(n=123) 34,5% 49,6% 16%
Ciclistas
(n= 50) 30% 48% 22%
Corredores
(n= 52) 30,8% 48,1% 21,2%
Remeros
(n= 39) 25,6% 46,2% 28,2%
Total
(n=264) 31,5% 48,5% 20,2%
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4.2 Resultados estudio 2 Tabla 4.11. Distribuci6n de polimorfismos pertenecientes al gen PPARGC1A.
GRUPOS PPARGC1A
A continuacién se presentan los anélisis de los resultados de los 66 GS ss
distintos polimorfismos pertenecientes al conjunto de genes candidatos Remeros Nivel Mundial
considerados en funcién de las dos muestras de remeros consideradas. (n=39) 41% 38,5% 20,5%
Remeros Nivel Nacional
En la Tabla 4.9 se presenta la distribucién de los distintos polimorfismos (n= 15) 33,3% 46,7% 20%
del gen ACTN3 para los remeros de nivel mundial y los de nivel nacional. Total
Las combinaciones alélicas del gen ACTN3 no se distribuyeron de forma (n=54) 38,9% 40,7% 204%

diferente en estas dos poblaciones (X?(2) = 2,31; P = 0,315).
En la Tabla 4.12 se presenta la distribucién de los distintos polimorfismos

Tabla 4.9. Distribucion de polimorfismos pertenecientes al gen ACTN3. del gen AMPD1 en funcién de los grupos de remeros.

GRUPOS ACTN3
RR RX XX Un alto porcentaje de remeros (75.5%) presenté el polimorfismo QQ y un

solo dos de ellos (3,8%) el XX. Las combinaciones alélicas del gen AMPD1
no se distribuyeron de forma diferente en las dos poblaciones de remeros

Remeros Nivel Mundial

(n=39) 33,3% 43,6% 23,1%
Remeros Nivel Nacional (X2(2) =048, P= 0'786)'
(n=15) 20% 66,7% 13,3%
Total Tabla 4.12. Distribucion de polimorfismos pertenecientes al gen AMPD1.
(n= 54) 29,6% 50% 20,4% GRUPOS AMPD1
aa ax XX
Remeros Nivel Mundial
En la Tabla 4.10 se presenta la distribucién de los distintos polimorfismos (n=39) 76,3% 21.1% 2.6%
del gen ECA en funcién del grupo de remeros. Las combinaciones alélicas Remeros Nivel Nacional
del gen ECA no se distribuyeron de forma diferente en las dos poblaciones (n= 15) 73,3% 20% 6,7%
consideradas (X?(2) = 5,41; P = 0,067). Total
(n= 54) 75,5% 20,8% 3,8%

Tahla 4.10. Distribucion de polimorfismos pertenecientes al gen ECA.

La distribucién de los distintos polimorfismos del gen CKMM en funcién

GRUPOS ECA
DD DI I del nivel de los remeros se presenta en la Tabla 4.13. Las combinaciones
, , alélicas del gen CKMM no se distribuyeron de forma diferente en ambas
Remeros Nivel Mundial . 9
(n=39) 38,5% 51,3% 10,3% poblaciones (X*(2) = 0,24; P = 0,888).
Remeros Nivel Nacional
(n=15) 6,7% 73,3% 20% Tabla 4.13. Distribucién de polimorfismos pertenecientes al gen CKMM.
Total GRUPOS CKMM
(n= 54) 29,6% 57,4% 13% 1170/1170 1170/985 985/985

Remeros Nivel Mundial

(n=39) 15,4% 38,5% 46,2%
En la Tabla 4.11 se presenta la distribucién de los distintos polimorfismos Remeros Nivel Nacional
del gen PPARGCIA en funcién de los grupos considerados. Las (n=15) 20% 40% 40%
combinaciones alélicas no se distribuyeron de forma diferente en las dos Total

(n= 54) 16,7% 389% 44,4%

poblaciones de remeros (X*(2) = 0,35; P = 0,841).
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En la Tabla 4.14 se presenta la distribucién de los distintos polimorfismos
del gen GDF-8 para los dos grupos de remeros. Esta distribucién no fue
significativamente diferente en las dos poblaciones consideradas (X*(1) =
0,02; p = 0,897).

Tabla 4.14. Distribucién de polimorfismos pertenecientes al gen GDF8.
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GRUPOS GDF8
KK KR RR

Remeros Nivel Mundial

(n=39) 92,3% 7,7% 0%
Remeros Nivel Nacional

(n=15) 93,3% 6,7% 0%
Total

(n= 54) 92,6% 7,4% 0%

La distribucién de los distintos polimorfismos del gen HFE en funcién

de los grupos de remeros considerados se presenta en la Tabla 4.15. Las
combinaciones alélicas del gen HFE no se distribuyeron de forma diferente
en las dos poblaciones consideradas (X?(2) = 2,81; P =0,245).

Tabla 4.15. Distribucién de polimorfismos pertenecientes al gen HFE.

GRUPOS HFE
HH HD DD

Remeros Nivel Mundial

(n=39) 76,9% 23,1% 0%
Remeros Nivel Nacional

(n=15) 66,7% 26,7% 6,7%
Total

(n= 54) 74,1% 24,1% 1,9%

La puntuacién en medallas abarcé un rango desde 0 (n=8) hasta 42 (n=1).
El rango de las puntuaciones en la PGT varié de 50 a 100 en remeros de
categoria mundial y de 35,7 a 85,7 en remeros de categoria nacional. La
media de la PGT (Grdfico 4.1) de los remeros internacionales (71,06 + 11,92)
y de los remeros nacionales (64,76 + 13,07) no fue significativamente
diferente (P = 0,096).

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
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Puntuacién Genotipica Total

Internacionales (n=39) Nacionales (n=15)
Grafico 4.1. Puntuacion Genotipica Total en remeros de categoria Internacional y Nacional.

La puntuacién en medallas por quintiles en la PGT se presenta en el
Grdfico 4.2 No hubo asociacién entre la PGT y la puntuacién en medallas
(P=0,649). Ademas, la media de la PGT fue similar entre aquellos remeros
nacionales con una puntuacién de medallas de 0 y los remeros nacionales
o internacionales con una puntuacién de medallas > 1 (66,9+17.0 vs

69,7 + 11,7, respectivamente). El analisis de los resultados no evidencié
cambio alguno cuando la puntuacién en medallas se calculé de distintas
maneras, por ejemplo, 0,1,2,3,4,5,6; 6 1,2,3,4,5,6,7; 6 0,1,2,3,4,6,8, como
correspondientes a ninguna medalla, bronce, plata y oro en campeonatos
nacionales y bronce, plata y oro en campeonatos mundiales.

Puntuacién en Medallas
i~
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8 4
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Puntuacién Genotipica Total (Quintiles)

Grafico 4.2. Puntuacidn en Medallas en funcidn de los quintiles
en la Puntuacion Genotipica Total de remeros espafioles peso ligero.
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La distribucion de frecuencias para la PGT de una muestra aleatoria de
50.000 individuos espanoles extraidos del modelo generado a partir de
las frecuencias de genotipos para dicha poblacién, 39 remeros peso ligero
de categoria internacional y 15 de categoria nacional se presenta en el
Grdfico 4.3. En la poblacién espafiola la media + desviacién estandar de

la PGT fue 60,8 + 12,21 y la curtosis =+ error estdndar fue — 0,167 + 0,022.
Las distribuciones de la PGT para los remeros estuvieron ligeramente
desplazadas a la derecha. Para los remeros internacionales la media

+ desviacién estandar de la PGT fue 71,06 + 11,92 y la curtosis + error
estandar fue — 0,078 + 0,741 y para los nacionales 64,76 + 13,07 y - 0,721 =+
1,121 respectivamente.

—— Poblacién Espafiola
—&— Remeros Nacionales
—&@— Remeros Internacionales

35
30
25
20
15

Frecuencia (%)

10 -

0 -— :
17 21 30 38 42 50 57 65 72 80 87 92 100

Puntuacién Genotipica Total

Grafico 4.3. Distribucidn de frecuencias para la puntuacion genotipica total en poblacion espafiola,
remeros ligeros de nivel nacional y remeros ligeros internacionasles.

5. DISCUSION GENERAL

Los resultados del presente estudio indican que, de entre los ocho genes
estudiados, sélo los genes HFE y ECA pueden estar asociados (aunque
esta asociacién no se debe interpretar necesariamente como una
relacién causa-efecto) al rendimiento en los remeros peso ligero de nivel
competitivo mundial. Otros genes expresados principalmente a nivel
muscular y con un papel principalmente enfocado en estos tejidos como
ACTN3, PPARGCIA, AMPD1, CKMM o miostatina, y el AGT relacionado

con el desarrollo muscular, muestran una distribucién genotipica similar
tanto en remeros como en los distintos grupos considerados, incluidos los
no deportistas.

La prevalencia de los genotipos HD y DD en el gen HFE fue elevada tanto
en el grupo de ciclistas (48%) como en el de corredores (50%). Por otro lado,
el porcentaje de deportistas de estas dos disciplinas que presentaron el
gen HFE sin mutaciones (en torno al 50%) fue inferior al encontrado para
el grupo control (66.7%). Este resultado es congruente con lo informado
por Deugnier et al. @/® quienes encontraron una mayor prevalencia de

la mutacién H63D en ciclistas franceses al compararlos con controles
sanos. Estos datos indican que los deportistas de fondo y los ciclistas
tienen mayor capacidad de absorber hierro para poder realizar esfuerzo
prolongado, y por tanto mayor capacidad de sintesis de hemoglobina y
hematocrito lo que incrementaria el transporte de oxigeno.

El anélisis de los datos puso de manifiesto que la ausencia de mutaciones
asociadas al gen HFE fue mas frecuente en el grupo de remeros (76.9%)
que lo estimado para la poblaciéon global (62.1%).

Por lo que corresponde al gen de la ECA, Se observd una proporcién
significativamente menor de Il en remeros (10.3%) que en la poblaciéon
total (23.3%). El genotipo II estd asociado a una menor capacidad de
hipertrofia muscular ®® comparado con la variante DD, pero puede
conferir un incremento en la funcién cardiovascular ) y en la eficiencia
muscular ®9, lo que puede favorecer el rendimiento en deportes de
resistencia pura como la carrera de fondo. En contraste, el genotipo II
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puede ir en detrimento del rendimiento en el caso de deportes con mayor
orientacién a la fuerza, como por ejemplo el remo. Una observacion
interesante fue constatar que no se dio el caso de ninglin remero con
una combinacién genotipica de “extrema resistencia” (menos orientada

a la potencia), p.e., ECA Il + ACTN3 XX (deficiente en a-actinina-3), frente
a cuatro ciclistas y cuatro corredores con esta combinaciéon. Esto puede
apoyar la idea de que tanto la fuerza como la resistencia son importantes
rasgos fenotipicos en remo, y que no es una disciplina de resistencia
pura, como el fondo atlético en el cual la eficiencia muscular (economia
de carrera), rasgo fenotipico favorecido por el genotipo II 9, es un
determinante clave del rendimiento . Por lo tanto, remeros, ciclistas,
corredores u otros atletas que se engloban en la familia de deportes

de resistencia, no pueden ser agrupados conjuntamente en estudios
genéticos de asociacién como se ha venido haciendo ©9, ya que existe
variabilidad genética entre las diferentes especialidades.

Una limitacién potencial de este estudio es que el tamario de las
muestras de deportistas evaluadas fue relativamente pequeno, lo que,
por otra parte, puede ser comprensible si se tiene en cuenta el nivel
competitivo de los deportistas. Por otro lado es complicado disponer de
un grupo suficientemente numeroso de deportistas de especialidades
con orientacién hacia la potencia (por ejemplo halterédfilos, lanzadores,
velocistas, saltadores, etc.) del mismo origen étnico en nuestro pais que,
ademas, presenten un nivel de rendimiento comparable al de los sujetos
analizados, por lo que no se pudo incluir este tipo de deportistas en
nuestro estudio.

El rendimiento deportivo esta probablemente relacionado con el efecto
combinado de cientos de variantes genéticas, una posibilidad son los
polimorfismos ECA y HFE (al menos en los deportes estudiados aqui),

pero otros muchos estan por identificar. Ademas serian otros muchos

los aspectos que conformarian el “complejo rasgo” de ser un deportista

de nivel mundial en un deporte dado, como la técnica, la motivacién o
aspectos cinematicos, entre otros, y probablemente no puedan reducirse a
polimorfismos genéticos especificos.

La orientacién del segundo estudio constituye el primer intento

para determinar si un perfil poligénico concreto esta asociado con la
consecucién del nivel propio de un campedn, usando el ejemplo del remo.
Los tres principales resultados de este estudio (en respuesta a los tres
objetivos propuestos en la introduccién) fueron:
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Primero, el perfil poligénico (determinado a partir de la Puntuacion
Genotipica Total (PGT) obtenida de las combinaciones de genotipo
correspondientes a los siete genes candidatos) no presenté diferencias
significativas entre remeros peso ligero de nivel nacional y mundial. Este
resultado descarta, al menos parcialmente, la nocién de que la dotacién
genética es el principal factor que distingue a los campeones de elite de
aquellos deportistas menos exitosos.

Segundo, y apoyando los descubrimientos citados anteriormente, no se
encontrd una asociacién o relacién significativa entre la PGT y nimero de
medallas ganadas en Campeonatos Nacionales y del Mundo.

Tercero, se puede apreciar que los remeros de elite (nacionales o
internacionales) tienden a presentar un perfil poligénico mas “favorable”
que el de la poblacién general espanola. La media de la PGT tiende a
incrementarse (desplazarse hacia la derecha) con el incremento del
nivel deportivo (por ejemplo, la media de la PGT fue ~60, 65 y 70 para la
poblaciéon general, remeros de nivel nacional y remeros de nivel mundial,
respectivamente). Por tanto, no podemos descartar el hecho de que

los remeros de élite poseen un perfil poligénico més “favorable” que la
poblaciéon general. De hecho algunos de nuestros remeros destacados
presentan un perfll poligénico “perfecto” o “casi perfecto”, al menos para
los siete polimorfismos estudiados. Uno de los remeros de nivel mundial
presentd una PGT de 100 con una puntuacién en medallas de 18,y

otros dos remeros del mismo grupo obtuvieron una PGT de 92, 86 con
puntuacién en medallas de 6 y 15.

Nuestro estudio no carece de limitaciones. En primer lugar el tamafio
de la muestra de remeros no es grande, lo que limita las posibilidades
de encontrar diferencias en su perfil poligénico. Esto también disminuye
la potencia estadistica de los andlisis. Creemos que esta limitacién es
comprensible debido al hecho de que se dispuso de todos los remeros
ligeros espanoles medallistas a nivel mundial. De hecho, cualquier estudio
de asociacién genotipo-fenotipo sobre atletas de élite se encontrara

con la misma limitacién V182 El nimero de este tipo de sujetos

estd enormemente limitado a nivel mundial y es aun mas reducido
cuando se trata de seleccionar deportistas con el mismo origen étnico

y fenotipos deportivos homogéneos (misma especialidad deportiva,
misma masa corporal) como en este caso. En segundo lugar hay mas
polimorfismos candidatos que no han sido analizados. Sin embargo,
creemos que se han estudiado siete de los polimorfismos candidatos
mas importantes, con una influencia documentada sobre los niveles
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"basales" (preentrenamiento) y la entrenabilidad de rasgos fenotipicos
clave del deporte, como son, entre otros, la funcién cardiovascular y la
eficiencia muscular (ECA) ©%*9 masa muscular y fuerza (GDF-8) (160-162)
metabolismo muscular (AMPD1) 49 CKMM @49, PPARGC1A (%) o capacidad
de generacion de fuerza muscular (ACTN3) 202,

Por otra parte, se deberia tener en cuenta dos hechos que van en

contra de la idea de que los factores genéticos son los principales
determinantes del éxito en los deportes de resistencia. En primer lugar
sélo una fraccién extremadamente pequenia de la poblaciéon del planeta
(independientemente de su dotacién genética) participa en el proceso de
seleccién artificial (incluyendo exigentes regimenes de entrenamiento
desde la infancia), que termina con el rendimiento del deporte de

élite, tanto de nivel nacional como de nivel mundial. Por ejemplo, sélo

un remero de élite espatiol con el perfil poligénico perfecto (PGT de

100) participé en el proceso de seleccién mencionado. En segundo, el
hecho de tener la combinacién de genotipo més desfavorable para un
polimorfismo dado, hace que se reduzca de manera importante la PGT, lo
que no limita necesariamente el rendimiento en el deporte al poder ser
compensado por otros factores. Por ejemplo, Lucia et al. ?*) presentaron
un estudio sobre un saltador de longitud de alto nivel (dos veces olimpico,
con una marca personal de 8,26 m.) con un genotipo para ACTN3 XX,

es decir, deficiente en a-actinina-3, este seria el genotipo de ACTN3
menos favorable para esta especialidad, dado que la proteina musculo-
esquelética a-actinina-3 es necesaria para producir elevados niveles de
potencia y alta velocidad de contraccién ©®. Obviamente otros factores,
que afectan a la capacidad de salto de longitud (reclutamiento de
unidades motoras, factores biomecéanicos, etc.), deben haber compensado
esta deficiencia en el aspecto genético. En este estudio, un remero de nivel
mundial y otro de nivel nacional fueron deficientes en la enzima muscular
adenosina monofosfato desaminasa 1 (AMPD1) ya que su genotipo fue
XX. Hay numerosos informes sobre casos de sujetos (no deportistas) con
deficiencia de AMPD1, que sufren intolerancia al ejercicio, incluyendo
fatiga temprana en el ejercicio, contracturas musculares, mialgia y
recuperacion retardada de la fuerza muscular #2229 Curiosamente,
ninguno de los dos sujetos referidos informé padecer estos problemas
durante las competiciones, lo que hace suponer que otros factores
(genéticos o no genéticos) compensaron la deficiencia heredada de una
importante enzima metabdlica a nivel muscular como es la AMPDI.

En resumen, el “perfil poligénico de rendimiento” no es significativamente
diferente entre remeros ligeros de nivel nacional o mundial, lo cual
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va contra la idea de que es la dotacién genética la que distingue a los
campeones de €élite de los deportistas menos exitosos. No encontramos
una asociacioén significativa entre PGT y numero de medallas ganadas
en Campeonatos del Mundo o de Espafia. Sin embargo, los remeros de
élite (nacionales o mundiales) tienden a tener un perfil poligénico mas
favorable que la poblacién de no deportistas. Por ultimo, seria necesario
realizar estudios con muestras mas numMerosas.

Perspectivas:

Aunque es posible que aparezcan algunos nuevos polimorfismos
candidatos en un futuro, lo que permitiria predicciones mas exactas,

la frecuencia de deportistas de alto nivel sera claramente diferente

de la prediccién basada en sus posibilidades genéticas. Hay de hecho
otros muchos aspectos que contribuyen a definir el “complejo rasgo” de
deportista campedn que probablemente no puedan ser reducidos a ciertos
polimorfismos genéticos (por ejemplo factores técnicos, cinematicos,
motivacién, tolerancia al dolor).
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6. CONCLUSIONES

En funcién de los objetivos inicialmente establecidos, y tras los resultados
obtenidos en los dos estudios presentados en este trabajo, se procedera a
enumerar las conclusiones finales.

De los genes candidatos considerados en este estudio, sélo se encontrd
asociacion con el rendimiento deportivo en el caso de los polimorfismos
ID del gen de la Enzima Conversora de la Angiotensina (ECA) y His63Asp
del gen de la Hemocromatosis Hereditaria (HFE).

La distribucién de estos polimorfismos no fue la misma para los
grupos de ciclistas y remeros. En el caso del polimorfismo del gen HFE
se observd un menor porcentaje de HH para los atletas y un mayor
porcentaje para los remeros. En el caso del polimorfismo del gen ECA
se observd un mayor porcentaje de DD en los ciclistas, un menor
porcentaje de DI para los corredores y un menor porcentaje de II para
los remeros.

La combinacién de extrema resistencia ECA II y ACTN3 XX, no se observd
en ningun remero, pero sl en cuatro ciclistas y cuatro corredores.

Por lo tanto es necesario considerar que dentro de la familia de los
deportes de resistencia, se presentan diferencias importantes entre
los mismos que habria que tener en cuenta en los estudios de genes
candidatos.

No se encuentra asociacién entre el perfil genotipico mas deseable
(Puntuacién Genotipica Total), considerando los siete genes candidatos
estudiados (ECA, ACTN, AMPD, CKMM, HFE, GDF-8 y PPARGC1A), y la
puntuacién de medallas.

No se encuentran diferencias en el perfil genotipico (Puntuacién
Genotipica Total) entre remeros peso ligero de nivel nacional y remeros
peso ligero de nivel mundial, aunque ambos presentan una puntuacién
mas favorable que la poblacién general.
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El rendimiento deportivo estd probablemente relacionado con el
efecto combinado de cientos de variantes genéticas y ademas los
aspectos que conformarian el “complejo rasgo” de ser un deportista
de nivel mundial en un deporte dado son multiples, y probablemente
no puedan reducirse.
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RESUMEN

Los deportistas de élite “nacen”, es decir, su fondo genético determina en parte
su talento deportivo.

Existen dos genomas el nuclear y el mitocondrial. Las mitocondrias son organulos
celulares con genoma propio y transmitidos por linea materna, donde se produce
la mayor parte de la energia de la células en forma de Adenosin-Trifosfato (ATP),
asi como los radicales libres que inducen dano oxidativo en las membranas y en
el propio DNA mitocondrial (mtDNA). Este genoma codifica 13 proteinas para la
sintesis de ATP y, por ello, el dafio oxidativo sobre el mtDNA puede determinar
una importante disfuncionalidad celular.

El mtDNA presenta mutaciones patolégicas y no patoldgicas. Estas ultimas
definen los haplogrupos mitocondriales asociados a distinta produccién de ATP,
calor y dafio oxidativo.

Existen enzimas antioxidantes de origen nuclear como la paraoxonasa 1y la
superoxido-dismutasa que muestran una gran potencia antioxidante.

Hipdtesis del estudio: los haplogrupos mitocondriales y las variantes genéticas
de la paraoxonasa y superdxido-dismutasa, influyen sobre la actividad fisica

al ser ésta muy demandante de energia, pero también muy sensible al dafio
oxidativo que puede sufrir la célula.

Resultados: a) los haplogrupos mitocondriales H y J son los que mas y menos
consumo de oxigeno presentan, respectivamente; b) el haplogrupo H, més
productor de energia y de dafio oxidativo, se acumula en pruebas anaerdbicas
(400m); y c) las variantes mas antioxidantes de la PON1 se acumulan en deportistas.

Palabras clave: HAPLOGRUPOS MITOCONDRIALES, PARAOXONASA 1, SUPEROXIDO-DISMUTASA,
DANO OXIDATIVO, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE, PRODUCCION DE ATP, EJERCICIO AEROBICO,
EJERCICIO ANAEROBICO.




PARTE Il Abstract 129

ABSTRACT

The elite athletes "born that way", i.e. their genetic background determines
their sporting talent.

There are two genomes, nuclear and mitochondrial. Mitochondria are
organelles with their own genome and transmitted by maternal line, where
it is produced most of the cell energy in form of adenosine triphosphate
(ATP) and free radicals that induce oxidative damage in membranes and
their own mitochondrial DNA (mtDNA). This genome encodes 13 proteins
for the synthesis of ATP and, therefore ,oxidative damage to mtDNA induces
significant cell dysfunction.

The mtDNA presents pathological and non-pathological mutations. The latter
define mitochondrial haplogroups, associated with different ATP, heat and
oxidative damage.

On the other hand, paraoxonase and superoxide-dismutase, nuclear-origin
enzymes, show high antioxidant activity.

Study hypothesis: mitochondrial haplogroups, paraoxonase and superoxide-
dismutase genetic variants influence on physical activity since this last is
highly energy demanding, but very sensitive to cell oxidative damage as well.
Results: a) mitochondrial haplogroups H and J are the most and the less
oxygen consumers, respectively; b) haplogroup H, that produces high level
of energy and ROS, accumulated in anaerobic sports (400m) and c) the most
antioxidant variants of PON1 accumulated in athletes.

Key words: MITOCHONDRIAL HAPLOGROUPS, PARAOXONASE 1 (PON1), SUPEROXIDE-DISMUTASE,
OXIDATIVE DAMAGE, ANTIOXIDANT ACTIVITY, ATP PRODUCTION, AEROBIC EXERCISE,
ANAEROBIC EXERCISE.
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1. INTRODUCCION

Las observaciones realizadas en el campo del ejercicio fisico, han
mostrado repetidamente que el deportista de élite presenta una serie de
caracteristicas fisicas, fisiolégicas y psicolégicas que el entrenamiento
puede potenciar y favorecer, pero nunca generar si el individuo no

ha nacido con ellas. Es decir, el deportista “nace”. La funcién de los
entrenadores parece consistir, por tanto, en planificar el entrenamiento
individual de manera que el deportista alcance el maximo rendimiento en
funcién de su potencialidad genética.

Los seres vivos presentan dos genomas, uno, el mas conocido o genoma
nuclear, se aloja en el nucleo de las células y contiene algo més de

30.000 genes. El otro, notablemente mas pequetio pero no por ello menos
importante, sélo presenta 37 genes y se localiza en la mitocondria. Ambos
genomas, nuclear y mitocondrial, presentan variantes genéticas que estan
demostrando ser de gran importancia en la practica del ejercicio fisico.

En la tltima década se ha avanzado mucho en el conocimiento del
genoma humano y se han desarrollado técnicas de biologia molecular
rapidas, econémicas y fiables. Estos hechos han propiciado que las
caracteristicas genéticas del deportista de alto rendimiento empiecen
poco a poco a desvelarse. En este estudio se han analizado algunas de las
variantes genéticas de los genomas mitocondrial y nuclear en un intento
de descubrir cémo contribuyen a forjar los grandes talentos deportivos.
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1.1 Ejercicio fisico y energia, un recordatorio

El adenosin-trifosfato (ATP), molécula de transferencia energética
intracelular, es necesario para el proceso de contraccién-relajacién
muscular. Este compuesto, dependiendo de los tipos de fibras musculares
y de la actividad que se realice, puede tener dos origenes metabélicos
diferentes, anaerdbico (para actividades fisicas de corta duracién) y
aerébico (para actividades fisicas de mayor duraciéon) (Figura 1).

A. Origen del ATP durante el ejercicio anaerdbico

1. ATP almacenado en la célula

2. Fosfagenos, compuestos como la fosfocreatina (CrP) y
fosfoarginina (ArgP), que regeneran el ATP consumido.

3. Glucdlisis, via metabdlica que determina la
degradacién incompleta de la glucosa celular.
Proporciona la energia necesaria para mantener
la contraccién-relajacién muscular desde pocos
segundos hasta algunos minutos. El aporte de
glucosa al musculo durante el ejercicio se realiza
desde el glucdégeno hepatico y muscular. Para
mantener funcionando la glucélisis en ausencia
de oxigeno se produce lactato, parte del cual pasa
a la sangre y de ahi al higado para ser
transformado de nuevo en glucosa
(gluconeogénesis = ciclo de Cori). El resto de
lactato revierte hacia piruvato y se incorpora al
metabolismo aerdbico.

B. Origen del ATP durante el ejercicio aerébico

Durante el ejercicio aerébico, en cambio, el ATP se obtiene,
mayoritariamente, de la cadena respiratoria (o sistema de
fosforilacién oxidativa, OXPHOS) localizada en la mitocondria,
pero, a diferencia de la via anaerédbica que sélo utilizaba como
sustrato energético glucosa, en esta via también se usan las
grasas (acilglicéridos) almacenadas en el organismo.

Los acidos grasos, obtenidos de las grasas, son transportados al
interior de la mitocondria por la carnitina, donde se oxidaran

PARTE Il Introduccion / Ejercicio fisico y energia, un recordatorio 133

formando acetil-CoA que serd degradado en el ciclo de Krebs.
Como consecuencia de todas estas reacciones, en la matriz
mitocondrial se acumulara NADH (+ H*) y FADH, que se oxidan
(a NAD y FAD, respectivamente) en la cadena respiratoria, dando
lugar a la produccién de ATP.

La mayor parte del ATP es de origen mitocondrial. Constatar este
hecho en el pasado trajo consigo que surgiera un interés especial
por las mitocondrias y, en particular, por su genoma, interés que
no se ha visto defraudado a juzgar por los resultados obtenidos,
tanto en el area de las patologias mitocondriales como en la del
ejercicio fisico. De todo esto se hara una rapida revisién en los
siguientes apartados.

Figura 1. Origen del ATP consumido durante el ejercicio fisico a lo largo del tiempo.
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1.2 La mitocondria

Las mitocondrias son pequetios organulos intracelulares presentes

en el citoplasma de las células eucariotas (con la excepcién de los
eritrocitos maduros y algunos protozoos) que tienen un papel crucial en
la generaciéon de energia. Se caracterizan por tener su propio genoma

y toda la maquinaria necesaria para la transcripcion y traduccién de

su informacién genética en proteinas funcionales. Estas caracteristicas
de la mitocondria indujeron a Lynn Margulis a proponer en 1975 la
Teoria de la Endosimbiosis Seriada (SET, del inglés Serial Endosimbiosis
Theory) @ para explicar el origen de estos organulos (Figura 2). Segin
esta investigadora, las mitocondrias descienden de bacterias aerdbicas
que se integraron en una célula huésped anaerdbica con nucleo
(endosimbiosis), obteniendo un beneficio mutuo. Esta teoria permite
explicar la reproduccién semiauténoma de las mitocondrias que se
adapta a la particular situacién metabdlica de las células en las que se
alojan. Un ejemplo de esta adaptacién puede observarse en las fibras
musculares donde el niimero de mitocondrias se incrementa para atender
las necesidades energéticas demandadas durante la actividad muscular.

Figura 2. Proceso de endosimbiosis (Teoria de la Endosimbiosis Seriada de Lynn Margulis).

Reticulo
endoplasmatico
Membrana
nuclear Mitocondria
. %, Niicleo b =
x A \hﬂ‘ jj) A
sot) W ) W @ ( !
g % o0 % , ‘
= ==
Célula eucariota Célula con nicleo La célula procariota
ancestral y sistema heterétrofa es atrapada
endomembranoso por la célula heterdtrofa

1.2.1 Estructura de la mitocondria

Las mitocondrias estan rodeadas por una doble membrana
(Figura 3). La membrana externa es permeable a todas las
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moléculas de bajo peso molecular porque posee unas proteinas
de transporte dependiente de voltaje, las porinas, que forman
canales a través de la bicapa lipidica. Esta membrana carece

de esteroles, 1o que le confiere menos rigidez que la membrana
plasmatica y mayor plasticidad, justificando los cambios de
forma en diferentes tejidos y células.

Figura 3. Estructura de la mitocondria indicando la localizacién de la ATP sintasa sobre la cara interna de la membrana interna.

Membrana

. externa Cresta mitocondrial
Matriz

Espacio
intermembranoso

Membrana
interna

La membrana interna, que forma numerosas crestas que se
extienden hacia el interior de la mitocondria, contiene un 15%
de fosfolipidos de cardiolipina, molécula impermeable a los
iones, propiedad que permite la generacién de un gradiente de
protones?, fundamental en el proceso de sintesis de ATP.

La matriz, espacio delimitado por la membrana interna,
contiene el genoma mitocondrial con 37 genes, los ribosomas
mitocondriales, los RNAs de transferencia (tRNA) y todas las
enzimas necesarias para la replicaciéon del DNA mitocondrial
(mtDNA), y la transcripcién y traduccién de los 13 péptidos

!Diferencia de concentracién de protones a ambos lados de la membrana interna, es decir,
entre matriz y espacio intermembrana.
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codificados por este genoma, ademas de las enzimas
responsables de las reacciones centrales del metabolismo
oxidativo (Ciclo de Krebs, entre otros).

1.2.2 Produccién de energia (sintesis de ATP) y liberacién de calor?

El proceso de sintesis del ATP en condiciones aerébicas se realiza
en la cadena respiratoria (Figura 4), formada por una serie de
complejos enzimaticos independientes que se encuentran en

la membrana interna: el complejo I (NADH-CoQ reductasa);
complejo II (succinato-CoQ reductasa); complejo I1II (CoQH,-
citocromo c reductasa), complejo IV (citocromo c oxidasa)

y complejo V (ATP sintasa), cuya actividad guarda relacién

directa con la produccién de ATP. Ademas se han descrito dos
transportadores moviles de electrones, que actiian a modo de
lanzadera: la coenzima Qy el citocromo c (Figura 4) @.

Figura 4. Modelo de cadena respiratoria localizada en la membrana interna de la mitocondria.
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?Este apartado puede ser un poco complejo para no iniciados en bioquimica. Podria
resumirse en que la cadena respiratoria de la mitocondria aprovecha la energia liberada en
la degradacion de los diferentes nutrientes de la dieta para obtener diferentes cantidades de
ATP, ROS y calor.

En el proceso de fosforilacion oxidativa los electrones derivados
del NADH (+ H*) y del FADH,, procedentes de los distintos
procesos metabolicos de la célula, se van transfiriendo de un
complejo a otro hasta llegar finalmente al oxigeno molecular
y dar agua (Figura 4). La energia liberada en estas reacciones
es utilizada, mayoritariamente, por los complejos I, Il y IV
para bombear protones desde la matriz hacia el espacio
intermembrana, a través de la membrana interna de la
mitocondria, lo que genera una diferencia de concentracién
de H+ y de voltaje entre ambos espacios, utilizada por la ATP
sintasa o complejo V (Figura 5) para producir ATP ©),

No toda la energia procedente del NADH (+ H*) y del FADH, es
recuperada para sintetizar ATP. La parte que no se utiliza con
esta finalidad es eliminada en forma de calor, cuestién que sera
comentada mas adelante en otro apartado.

Simplificando, puede decirse que parte de la energia liberada
en la oxidacién del NADH (+ H*) y FADH, se almacena en el ATP
que al hidrolizarse, libera la energia que serd utilizada en las
necesidades celulares (Figura 6).

Figura 5. Modelo de la ATP sintasa (modificado de ©). °
e 5

ATP
F1
ADP + Pi
Matriz
FO
Espacio °°
intermembrana &
@ H+
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Figura 6. Hidrdlisis del ATP. Cuando esta molécula se rompe al incorporar una molécula
de agua, libera energia que se utiliza en los diferentes procesos celulares.

hidrélisis

ATP ————> ADP + Pi + Energia

1.2.3 Produccién de radicales libres y dafio oxidativo

Como consecuencia de la actividad de la cadena respiratoria,
ademas de ATP, se generan los radicales libres o especies
reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species)
(Figura 4), moléculas inestables que poseen un electrén en exceso
(= desapareado) lo que justifica que sean extremadamente
reactivas. Aunque su vida media es muy breve (microsegundos)
tienen la capacidad de reaccionar con todas las estructuras
celulares donde se localizan, generando lo que en conjunto se
conoce como dafno oxidativo, responsable, entre otros efectos,
del envejecimiento celular (Figuras 7 y 8). Los componentes de
membrana mas atacados por los radicales libres son los lipidos
y proteinas de las membranas celulares y el DNA. En particular
el mtDNA, que carece de proteinas que lo protejan, muestra los
efectos del dano oxidativo con una tasa de mutaciones varias
veces mas elevada que el genoma nuclear 6.

Con la edad también aumenta la tasa de mutacién del mtDNA,
por ello, hoy en dia, se empieza a asociar el dafio en este genoma
con enfermedades neurodegenerativas del tipo Parkinson,
Alzheimer, Corea de Huntington, esclerosis lateral amiotroéfica y
con el envejecimiento (Figura 8) en general.
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Figura 7. Efectos del dafio oxidativo sobre el DNA'y la membrana celular.
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Figura 8. Los radicales libres a lo largo del tiempo dafian las mitocondrias comprometiendo la funcionalidad de las células.
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1.2.4 El genoma mitocondrial

En el afio 1960 se descubrid que la mitocondria poseia su propio
genoma @9, cuya secuencia se hizo publica en 1981 (9. Hoy se
sabe que el mtDNA humano es una molécula circular de doble
hebra formada por 16.569 pares de nucleétidos, que presenta
una organizacién génica muy compacta, ya que esta saturado de
genes que carecen de intrones® S6lo una pequefia zona carece
de genes, la regién del bucle de desplazamiento o D-loop, que
contiene la mayoria de los elementos de control de la replicacién
y transcripcién (Figura 9).

Figura 9. Mapa genético del mtDNA humano. Las circunferencias representan
las dos cadenas del DNA mitocondrial con los genes que codifican.
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*Fragmentos de DNA que no portan informacién genética.

El mtDNA presenta caracteristicas muy interesantes:

- Su codigo genético difiere ligeramente del cédigo
genético universal (%12,

- Se trata de un genoma no protegido por proteinas,
por tanto, vulnerable frente al dafio oxidativo lo que
favorece una alta tasa de mutacién y mayor velocidad
evolutiva.

- Su herencia es por linea materna, por lo que no
cumple las leyes mendelianas de transmisién de la
herencia 3 Este tltimo punto ha sido cuestionado
en diferentes ocasiones, habiendo autores que han
sugerido la posibilidad de una herencia paterna
) pero en la mayoria de los casos se ha llegado a
la conclusién de que, aunque en el zigoto hubiera
mitocondrias paternas, su proporciéon seria tan baja
que su aportacién seria minima (9.

1.2.5 Mutaciones del genoma mitocondrial

Por las razones que se han indicado anteriormente, el mtDNA
presenta una elevada tasa de mutacién, dando lugar a
mutaciones patolégicas y no patologicas.

- Mutaciones patolédgicas

Las patologias mitocondriales (mitopatologias) son
enfermedades donde la sintesis aerébica del ATP esté
seriamente comprometida al producirse una disfuncién
de la cadena respiratoria por la alteracién estructural
de sus complejos. Es normal, por tanto, que aquellos
tejidos u 6rganos que més demanda energética
presentan sean los mas afectados por las enfermedades
mitocondriales (musculo y cerebro, por ejemplo) )
(Figura 10). Dada la gravedad de estas enfermedades,

en muchos casos incompatible con la vida, es muy
improbable que se presenten en deportistas, por lo que
no fueron analizadas en este estudio.

- Mutaciones no patolégicas. Los haplogrupos
mitocondriales
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Debido a la alta tasa de mutacién del mtDNA y a que
se hereda por linea materna, el numero de diferencias
en la secuencia entre individuos, se ha utilizado

como datador evolutivo. Los linajes individuales

de este genoma se han extendido en forma radial
mediante migraciones desde Africa hacia los distintos
continentes durante los aproximadamente 150.000
afios de la evolucién del Homo sapiens. En este tiempo
se han acumulado mutaciones en el mtDNA que
aparecen con alta frecuencia en la poblacién y se
conocen como haplogrupos mitocondriales* %20,

Figura 11. Migracion del hombre moderno desde Africa al resto de continentes. (Mitomap, 2005).

Wi o A R s >

Son varios los estudios que relacionan las variantes
del mtDNA y la evolucién del hombre, confirmando
que la especie tiene su origen en Africa @V, Cuando las
mujeres migraron desde Africa se fueron acumulando
mutaciones que resultaron en variaciones especificas

“Secuencias polimérficas del mtDNA especificas de los distintos continentes.

de continente, dando lugar a los ya citados haplogrupos
mitocondriales (Figura 11). Dentro de cada grupo,
ademas, pueden surgir mutaciones adicionales que dan
lugar a las variantes individuales (haplotipos).

1.2.6 Variacién del mtDNA en Europa: Haplogrupos caucésicos

Los anélisis filogenéticos de las variantes mitocondriales en
Europa mostraron que todos los mtDNA de Europa podian
organizarse en nueve haplogrupos tipicos: H, T, U, V, W, X, I, ] y K @
2022 posteriormente el haplogrupo K fue incluido como una de las
grandes ramas del U (Figura 11).

Ademas de los haplogrupos caucasicos, en Europa se encuentran
en un bajo porcentaje, otras variantes genéticas de diferente
origen (L, africano; M de Oriente Medio), posiblemente debido

a migraciones en algin momento de la historia del continente.
Por otro lado, con una frecuencia muy baja también, se

observan individuos, que no pueden adscribirse a una variante
mitocondrial descrita previamente debido a mutaciones
particulares propias, que son incluidos en un grupo especial
Otros (O) (Figura 12).

Figura 12. Relaciones evolutivas entre los haplogrupos mitocondriales caucésicos (basado en &29),
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El haplogrupo H es el més frecuente en Europa, representa un
40,5% de la poblacién ¥ con una antigiiedad de 22.000-30.000 afos
9y con origen en Oriente Medio ). El haplogrupo V se encuentra
en un 4,8% de los europeos, tiene una antigiiedad de unos 16.000
afos y esta muy préoximo evolutivamente al H, por eso forman
parte del mismo clado®, junto con HV y preV @9, haplogrupos de
distribucién minoritaria en la poblacién caucasica.

El haplogrupo U es el segundo mas abundante en la poblacién
europea, con un 20,5% de la poblacién #3. Parece tener unos
51.000-67.000 atios “ por lo que puede representar uno de

los linajes fundadores de Europa en el Paleolitico Superior
temprano. Es el Gnico de los haplogrupos que se comparte con
Africa, lo que hace pensar que su origen esté en este continente
y después se expandid hacia Oriente Proximo y Europa 9. Dentro
de este haplogrupo existen subhaplogrupos que son especificos
de regiones geograficas concretas, como el U5 de Europa, el U6
del Norte de Africa o el U2i de la India. El subhaplogrupo del

U (Uk), antes llamado haplogrupo X, tiene una antigiiedad de
16.000 afios, muy parecida al clado HV. Estos hechos sugieren
una expansion post-glacial similar en ambos casos 02529,

Los haplogrupos ] y T tienen una frecuencia de 7,6 y 10,6%
respectivamente y ambos son originarios de Oriente Medio
Por ultimo, el clado IWX es el menos frecuente, representado por
el haplogrupo I en un 3,2%, sobre todo en el noroeste de Europa
@7, en un 1,8% por el Wy en un 2,5% el X.

1.2.7 Efecto fenotipico de los haplogrupos

Alo largo de la evolucion humana, la seleccién natural ha

actuado sobre las mutaciones que aparecian en el mtDNA. Si

esas mutaciones comprometian la vida por alterar gravemente la
produccién de energia, la seleccién natural tendia irremisiblemente
a eliminarlas por ser patolédgicas. Sin embargo, cuando las
mutaciones eran neutras, no fueron eliminadas. Por tanto, debemos
concluir que las mutaciones que definen los haplogrupos, dada su

>Un clado comprende varios haplogrupos relacionados evolutivamente entre si.
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amplia representacion en los individuos, no pueden ser patologicas
ya que han permanecido a lo largo del tiempo.

No obstante lo anterior, no debe creerse que la funcionalidad de
todos los haplogrupos mitocondriales sea la misma. Con esta
idea, se ha postulado que estas variantes genéticas podrian tener
cadenas respiratorias con diferente eficiencia, lo que significaria
que los haplogrupos mitocondriales, no sélo pueden generar
distinta cantidad de energia (ATP), sino que también generarian
distinta cantidad de calor y radicales libres.

Esta hipédtesis ha sido confirmada por varios autores con
diferentes estudios y poblaciones. Por un lado, estaria la
diferente distribuciéon de los haplogrupos caucasicos del norte
al sur de Europa. Los llamados haplogrupos poco eficientes,

por tanto menos productores de ATP y radicales libres, pero
grandes generadores de calor, se acumulan significativamente
en las regiones nérdicas lo que se interpreta como un efecto
claro de la seleccién natural para favorecer la supervivencia en
regiones frias %9, Esta idea ha sido recientemente confirmada
al demostrar que la actividad enzimatica de los complejos de la
cadena respiratoria era diferente en los distintos haplogrupos ¢%.

En los ultimos afios se han publicado también varios trabajos
que van en una linea similar a la ya expuesta. El haplogrupo

J 6233y, en particular el subhaplogrupo J2 ¢4, se acumula
significativamente en poblaciones longevas de Italia y Espana,
respectivamente. La interpretacién de estos datos sugiere que
ese haplogrupo, poco eficiente en su produccién energética y,
por ello, generador de pocos radicales libres, induce menos dafo
oxidativo. En otras palabras, el reloj bioldgico del envejecimiento
se ‘retrasa” en los individuos pertenecientes al haplogrupo J.
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1.3 Mitocondria y ejercicio

Las mitocondrias, como ya se ha comentado anteriormente, son organulos
de suma importancia en todas aquellas actividades que requieren
energia, como lo demuestra el hecho de que los tejidos con gran demanda
energética (higado, musculo) presentan gran nimero de mitocondrias. Asi
mismo, se ha probado que la motilidad espermatica, que también exige
un gran consumo de energia, es dependiente de la actividad de la cadena
respiratoria ©° y que los haplogrupos influyen en esa actividad ©°.

Considerando que las mitocondrias son las productoras de la mayor parte
del ATP generado en las células y las enormes necesidades energéticas
del ejercicio fisico, no cabe duda de que estos organulos tienen que influir
en el rendimiento de los deportistas de élite. La pregunta es como influyen y
cémo puede demostrarse.

El hecho de que en el musculo esquelético se hayan descrito dos
poblaciones de mitocondrias, unas debajo de la membrana y las otras en
el centro de la fibra muscular con diferentes propiedades bioquimicas,
morfolégicas y funcionales #*% es una prueba de que estos organulos

son muy importantes en el ejercicio fisico. Cada una de estas poblaciones
atiende las necesidades energéticas de diferente regién subcelular. Unas
suministran ATP a la membrana y el nicleo y las otras aportan energia en
el proceso de contraccién-relajacién de las miofibrillas.

Figura 13. Cambios fisioldgicos, bioquimicos y morfoldgicos que se producen en el misculo con el ejercicio fisico [40].

Biogénesis mitocondrial >
Ejercicio Adaptaciones
intenso N ™ ™ metabdlicas
/N Necesidad | Activacion de | Factores RNA Proteinas al ejercicio
de ATP Kinasas de mensajeros mitocondriales
A Liberacién | Y transcripcion | de genes y ensamblaje
‘ de Ca® Fosfatasas del que codifican | de los ’
miDNA proteinas complejos
‘ Vo, mitocondriales | respiratorios O
segundos minutos horas dias semanas ’

[
Tiempo > \ g‘

Por otro lado, los efectos del entrenamiento aerdbico sobre las
mitocondrias son bien conocidos. Entre ellos hay que destacar el
aumento del nimero de mitocondrias en el musculo “>4) el aumento
de la expresién de los genes que codifican componentes de la cadena
respiratoria *¥ y de la actividad de las enzimas mitocondriales lo que
determina, en todos los casos, mayor produccién de energia en la célula
#5.46) Como otros autores han demostrado, son las variaciones en la
concentracién de calcio y de ATP durante la actividad contractil de las
fibras musculares las que activan todos estos cambios “ (Figura 13).

Por otro lado, se ha observado que el entrenamiento induce un
incremento del nimero de copias de mtDNA en las fibras musculares #44)
al acelerar la transcripcién y replicacién mitocondrial durante el ejercicio
fisico regular “&49.,

En resumen, que una de las respuestas mas importantes al entrenamiento
aerdbico es el aumento en el nimero de mitocondrias y el incremento

del numero de copias de mtDNA por célula lo que induce una mayor
produccién de ATP para abastecer las necesidades celulares 0
adaptaciones que, sin duda, mejoran la capacidad aerédbica. Sin embargo
el entrenamiento de fuerza parece no inducir cambios sustanciales en

las mitocondrias ©9, lo que es coherente, puesto que ese ejercicio usa
mayoritariamente ATP no procedente de la cadena respiratoria.

Ademas de las observaciones anteriores, algunos autores encontraron
que determinadas variantes del mtDNA estaban asociadas a un mayor
consumo maximo de oxigeno (VO, max) %%, parametro de gran
importancia en la actividad fisica aerdbica, y que ese consumo mostraba
un patrén de herencia materna ©® lo que hacia sospechar una influencia
del genoma mitocondrial. Por el contrario, otros estudios estaban en
desacuerdo con este supuesto a la luz de los resultados que habian
obtenido 2%,

En conclusién, parecia claro que el desarrollo de la actividad fisica
continuada inducia cambios morfolégicos y cuantitativos de la mitocondria
para responder a las demandas de ATP del musculo, pero no habia datos
concluyentes respecto a la influencia de las variantes mitocondriales.

- Ejercicio fisico, dano oxidativo v sistema antioxidante

El origen del dafio oxidativo celular esta en la formacién de
radicales libres en la cadena respiratoria. E1 85-90% del oxigeno
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utilizado por la célula se consume en el sistema de fosforilacién
oxidativa de la mitocondria ©>°9 donde actiia como aceptor
final de electrones, produciendo agua. Sin embargo, un 1-3%

da lugar lugar a la formacion de radicales libres /%%, que
dafian las estructuras celulares, como ya se ha indicado en
apartados precedentes ”-*9. Existen, ademas, otros radicales
libres dependientes del nitrégeno con accién muy similar (Figura
14). El mecanismo de accién propuesto es que los radicales
libres atacan las proteinas y los lipidos mitocondriales, asi
como el mtDNA, una de sus principales dianas de actuacion,
provocandoles lo que globalmente se denomina dano oxidativo.

En condiciones normales, el dafio oxidativo es contrarrestado
por los sistemas antioxidantes de la célula, como por ejemplo
las tres enzimas superédxido dismutasa (SOD), la paraoxonasa 1
(PONT1), la glutatién peroxidasa o el glutation, que se encargan
de inutilizar los radicales libres (Figura 14). Sin embargo, en
situaciones de gran estrés oxidativo (enfermedad o ejercicio
fisico intenso), existe un desequilibrio entre la produccién de
radicales libres y la capacidad antioxidante de la célula, por lo
que estos acaban provocando dafio celular.
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Alolargo de la practica deportiva el consumo de oxigeno
aumenta notablemente; sélo en el musculo puede incrementarse
hasta 100 veces © y en el organismo entero unas 20 veces.

El hecho de que este aumento se observara en paralelo al
incremento de la produccién de ATP y ROS durante el ejercicio
fisico, hizo pensar que todos estos cambios tenian su origen en la
cadena de transporte electrénico de la mitocondria.

Las acciones biolégicas mas dafinas de las ROS durante el
ejercicio fisico son la peroxidacién lipidica y proteica, que ocurre
tanto en ejercicios aerébicos, como en anaerobicos, y que tienen
como consecuencia una pérdida de la fluidez de la membrana

y cambios en la permeabilidad de iones, como por ejemplo el
calcio, dificultando la contracciéon muscular. Ademas también
puede danarse el DNA ©% especialmente el mtDNA que esta
desprotegido ©2¢% lo que se ha demostrado en estudios sobre el
ejercicio fisico intenso ©4.

Figura 14. Equilibrio entre radicales libres y sistema antioxidante en la célula.

Sistema Especies

antioxidante reactivas
MnSOD 0, superdxido

H,0, peroxido

Glutation peroxidasa de hidrégeno

Glutation OH hidroxilo

ONOO peréxido
PON 1 nitrico
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1.4 Enzimas antioxidantes y ejercicio fisico

Diferentes autores habian demostrado la importancia del dafio oxidativo
en las estructuras celulares /-9 y, en particular, el efecto de ese dafio en
las fibras musculares ©¥. Considerando estos trabajos previos, nuestro
grupo decidié estudiar el potencial efecto protector que algunas variantes
genéticas de dos enzimas, MnSOD y PON1, con demostrado efecto
antioxidante, podrian tener en la practica deportiva.

- Superéxido-dismutasa mitocondrial (MnSOD)

Una enzima de gran poder antioxidante es la superdxido
dismutasa mitocondrial (llamada MnSOD, porque es dependiente
de Mn?+). Se ha encontrado que el polimorfismo rs4880T/C de la
secuencia codificante de MnSOD esta asociado con su actividad
enzimatica. Esta mutacién estructural cambia el aminoacido de
la posicién 9 del péptido senal de Valina (GTT) a Alanina (GCT)

lo que parece afectar a la localizacién y transporte de la enzima
dentro de la mitocondria, asf como a su actividad: la proteina
conteniendo Ala presenta un actividad enzimatica entre 30-40%
mayor que la forma que contiene Val ©9.

- Paraoxonasa 1 (PON1)

Es una proteina de 354 aminoacidos que presenta una doble
actividad enzimatica, paraoxonasa (degrada compuestos
organofosforados como los pesticidas) y arilesterasa, es decir,
antioxidante. La PON1 se asocia a la Apolipoproteina A1y,
ambas ensambladas, en la HDL, desde donde ejerce su actividad
enzimatica (Figura 15).

Figura 15. PON1 y Apolipoproteina Al (Apo Al) localizadas en la HDL.

HDL
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El gen codificante de PONT1 se localiza en la regién cromosémica
7921.3-22.1 y presenta algunas variantes genéticas. Los dos
polimorfismos principales en la zona codificante del gen PON1
son las variaciones de los aminoacidos encontrados en las
posiciones 55y 192. En el polimorfismo 55 se localizan la leucina
o la metionina (Leu55Met, alelos L y M, respectivamente),
mientras en la 192 pueden estar la glutamina o la arginina
(GIn192Arg, alelos Q y R, respectivamente) ©°). El polimorfismo
L55M modifica la expresién del gen (més o menos cantidad de
enzima) 9, mientras que del polimorfismo Q192R depende la
actividad enzimatica © 9.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, este trabajo ha pretendido
profundizar en un aspecto importante del ejercicio fisico como es la
necesidad de obtener gran cantidad de energia con el menor dano
oxidativo posible. Para ello, se ha analizado

1. La distribucién de las variantes genéticas mitocondriales en
una poblacién de deportistas y en otra de individuos control,
y la influencia que esas variantes pueden tener sobre el
VO, max, la produccién de ATP y el dafio oxidativo generado en
los deportistas.

2. La distribucién de las variantes genéticas de la PON1 y MnSOD
en una poblacién de deportistas y otra de individuos control.




PARTE Il Material y métodos 153

2. MATERIALY METODOS

En esta seccién se detallan tanto los materiales como los protocolos de
analisis utilizados para realizar el trabajo de investigacién.

Se adjuntan dos anexos con explicaciones detalladas para ampliar la
informacién facilitada.

2.1 Material

El material utilizado en todas las determinaciones del estudio es el
propio de los laboratorios de fisiologia del ejercicio fisico, laboratorios
de extraccion de muestras biolégicas, y laboratorios de biologia
molecular.

Ver materiales detallados en Anexo I.
2.2 Métodos

En primer lugar, se detallan los métodos empleados en las
determinaciones de los diferentes pardmetros durante el ejercicio fisico.

2.2.1 Medidas antropométricas

- Peso corporal

La medida se realizé en una bascula, el sujeto llevaba ropa
ligera y estaba sin zapatos, se sitlio de pie en el centro de la
plataforma de la béscula distribuyendo el peso por igual en
ambas piernas, sin que el cuerpo estuviera en contacto con
nada que hubiera alrededor.

- Estatura

La medida de la talla se llevo a cabo con un tallimetro. El sujeto
descalzo se coloca de pie, completamente estirado, con los
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talones juntos, la parte alta de la espalda apoyada en la tabla
vertical y la cabeza estirada y cuando se encontraba en esta
posicién se hacia bajar lentamente la plataforma horizontal del
tallimetro hasta contactar con la cabeza, ejerciendo una suave
presién para minimizar el efecto del pelo.

- Pliegues cutaneos

La medicién de los pliegues cutaneos se realizd con un
plicémetro manual con un rango de 0-40 mm, ademas de una
presién constante de 10 g/cm?.

Los puntos antropométricos donde se midieron los pliegues
cutaneos fueron: tricipital (TC), subescapular (SB), suprailiaco
(SI), abdominal (A), muslo anterior (MA) y pierna (P).

- Perimetros de brazo y pierna

Se realiz6 la medida con una cinta antropométrica. Se trataba de
medir circunferencias a diferentes niveles corporales. Para ello,
se situd la cinta sobre la zona al nivel requerido, sin comprimir
los tejidos blandos y de forma perpendicular al eje longitudinal
del segmento que se estuviera midiendo.

- Didmetro de fémur, humero v biestiloide

Esta medida se realizé con un Paquimetro.

2.2.2 Prueba de esfuerzo para determinar los diferentes parametros
maximos y subméaximos de los deportistas

Se trata de un procedimiento ampliamente utilizado en medicina
deportiva que consiste en la valoracién de la respuesta del organismo
durante el ejercicio. Es una prueba estandarizada, es decir, que la

forma de realizacién siempre es la misma lo que permite comparar los
resultados entre deportistas y la evolucién del mismo individuo a lo largo
del tiempo.

La prueba de esfuerzo se realizd en en el contexto de un reconocimiento
meédico-deportivo (historia clinica, valoracién antropométrica, ECG
basal, ecocardiograma-doppler). Los objetivos esenciales de la prueba
de esfuerzo fueron la valoracién del estado de salud de los deportistas
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y por otro lado la valoracién funcional que permitiera el apoyo
cientifico-médico al entrenamiento. No se encontr6 en ninguno de los
sujetos patologia alguna que contraindicara la practica deportiva. Tras

el procedimiento se obtienen datos que permitieron un asesoramiento
meédico del entrenamiento, determinando las intensidades de ejercicio
recomendables para conseguir una mejora en el rendimiento deportivo. E1
protocolo de esfuerzo consistié en un test incremental en rampa maximo en
tapiz rodante, con intensidad de carga inicial lenta y con incrementos suaves
que permitieron una buena adaptacién biomecénica para poder valorar los
parametros biologicos en todo el rango de intensidades de esfuerzo.

El protocolo en rampa utilizado fue el siguiente:
Varones:

Calentamiento: 2 minutos a 6 km-h-1 de velocidad
vy 1% de pendiente.

Test: inicio a 8 km-h-1 de velocidad y una pendiente
de 1%.

- Incremento de velocidad de 0,25 km-h-1 cada 15 s.

- Incremento de pendiente: inclinacién del tapiz
rodante constante hasta el minuto 13 de ejercicio
en que se incrementa un 0,25% cada 15 s.

Recuperacién: 2 minutos a 3 km-h-1 de velocidad
vy 1% de pendiente.

Mujeres:

El protocolo de esfuerzo fue similar salvo que la
velocidad a cada nivel de ejercicio desde la fase de
calentamiento es 2 km-h-1, més lenta.

En algunos casos, segun la especialidad deportiva, la prueba de esfuerzo
maximo se realiz6 en una bicicleta ergométrica, con una frecuencia estdndar
de pedaleo de 60-70 r.p.m. y con un protocolo similar al del tapiz rodante.

Personal médico especializado se encargd de la valoracién clinica
previa del paciente, y el control clinico y electrocardiografico del
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deportista durante la realizacién de la prueba. Personal de enfermeria
se encargd de preparar al sujeto para la prueba, realizar los controles
electrocardiograficos y de tension arterial (TA) necesarios durante la
prueba y en el manejo del deportista.

- Preparacién del atleta

Los atletas aceptaron la realizacién de la exploracién,

tras la correspondiente explicacién, mediante la firma del
consentimiento informado. Como preparacién previa del sujeto
se exigié que no hubiera tomado bebidas alcohdlicas ni con
cafeina hasta tres horas antes de la realizacién de la prueba,
que no hubiera realizado actividad fisica intensa o ejercicio
inhabitual en las doce horas anteriores y que llevara ropa
confortable y calzado adecuado.

- Protocolos de esfuerzo

Las pruebas ergométricas se pueden clasificar segin la
intensidad del esfuerzo en: pruebas maximas (cuando se
realizan hasta el agotamiento) o subméximas (cuando
finalizan antes del mismo); segiin la graduacién del esfuerzo
en: pruebas de carga constante (cuando la carga se mantiene
con la misma intensidad durante todo el tiempo de la prueba)
o de carga creciente (cuando la carga aumenta con el tiempo);
éstas a su vez pueden ser pruebas en rampa (cuando el
tiempo en cada estadio es tan corto que no permite el ajuste
del organismo a cada incremento de carga); escalonadas
continuas (cuando el tiempo de cada estadio de carga permite
el ajuste del organismo a cada incremento de carga sin pausas
entre los diferentes estadios) y escalonadas discontinuas
(cuando la carga impuesta aumenta de forma progresiva,

pero con intervalos de descanso o recuperacién activa) que
presentan el inconveniente de lo prolongado que puede
hacerse la prueba de esfuerzo. En este caso el protocolo de
elecciéon fue una prueba méxima de carga creciente en rampa.

- Realizacién de 1a prueba de esfuerzo

Previamente a la realizacién de la prueba de esfuerzo se
realizd un electrocardiograma en reposo en decubito supino,
en bipedestacién y tras una hiperventilacién de 10 s.
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A continuacién se realizé una espirometria basal y la prueba
de esfuerzo en tapiz rodante con el protocolo incremental

en rampa descrito anteriormente y durante la misma se
monitorizé de forma continua el electrocardiograma durante
el ejercicio y durante los 5 primeros minutos postesfuerzo
durante la recuperacion.

Durante toda la prueba de esfuerzo (calentamiento,

test y recuperacién) se realizé una monitorizacién
electrocardiografica de 12 derivaciones. Paralelamente, se
realizé un registro de la Frecuencia Cardiaca (FC) durante toda
la prueba y la tensién arterial (TA), tanto en reposo, como en
el maximo esfuerzo y en la recuperacién en los minutos 3y 5
posteriores al esfuerzo.

Durante la prueba de esfuerzo se midi6 de forma directa

la ventilacién pulmonar y el intercambio de los gases
respiratorios en ejercicio (analisis directo de los gases
respiratorios: medicién del oxigeno consumido y el diéxido de
carbono producido) lo que permitié la determinacién exacta
del consumo maximo de oxigeno (VO, max) y la detecciéon de
los umbrales aerdbico y anaerébico.

El consumo de oxigeno es la determinacién mas adecuada
para medir la capacidad para realizar ejercicio aerdbico: un
consumo de oxigeno mayor es propio de deportistas bien
entrenados.

Los umbrales aerdbico y anaerédbico permiten establecer la
intensidad ideal de los entrenamientos aerébicos (rodajes)
y anaerébicos (series), para optimizar el rendimiento, y
recomendar ritmos de competicién.

- Pardmetros determinados durante la prueba de esfuerzo

A. Pardmetros mecanicos:

En la prueba de esfuerzo realizada sobre el tapiz
rodante el deportista caminaba sobre una cinta
movida por un motor cuya velocidad y pendiente
eran regulables. Es el tipo de ejercicio mas natural y
automatizado, en definitiva mas fisiolégico. El nivel de
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esfuerzo mas alto que se alcanzaba era indicativo de la
capacidad funcional del individuo en cuestién.

- Velocidad méaxima (km/h) alcanzada en el tapiz
rodante por el deportista

- Pendiente méxima (%) 6 inclinaciéon del tapiz a la
que puede mantener la velocidad

- Potencia (watios): trabajo maximo realizado en
la prueba de esfuerzo calculado en funcién
del peso corporal, velocidad del tapiz y pendiente
alcanzada.

B. Parametros ergoespirométricos:

Los pardmetros ergoespirométricos que valoramos
fueron los siguientes:

- Pardmetros maximos:

a) VO,: expresado en valores absolutos (I/min) o
en relaciéon al peso corporal (ml/kg/min), es la
cantidad de oxigeno consumido por unidad de
tiempo. Indica la méxima capacidad del sistema
de transporte de oxigeno por unidad de tiempo,
es decir, la capacidad funcional del individuo.

Los criterios de obtencion del VO, max fueron los
siguientes:

- Meseta del VO,, observada en la curva que
relaciona VO, e intensidad cuando se realiza
una prueba de esfuerzo incremental.

- Un valor del cociente respiratorio (CR) mayor a 1,1.

- Concentraciéon de lactato en la sangre igual o
superior a 8 mmol/l al final del esfuerzo.

- Alcanzar la FC méx

- El grado de agotamiento del sujeto

b) VCO,: expresado en 1/min, indica la produccion
de CO, por el sujeto y es medido en el aire
espirado.
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c) Cociente respiratorio (CR): Es la relacién VCO,/
VO, y permite conocer las caracteristicas del
esfuerzo que se realiza a nivel metabdlico. E1 CR
en reposo se encuentra en torno a 0,80 lo que
significa que se esta metabolizando sobre todo
acidos grasos libres (metabolismo aerdbico) en
lugar de glucosa. A medida que se incrementa

la intensidad del esfuerzo este valor va
aumentando, llegando a valores por encima de
1, 1o que significa que se utiliza sobre todo glucosa
y a cierta intensidad de ejercicio por via
anaerdbica (metabolismo anaerébico lactico)
generando lactato.

d) Ventilacién pulmonar (Vol esp): es el volumen
de aire espirado. En reposo oscila alrededor

de 4-8 I/min, mientras que durante periodos de
esfuerzo puede llegar hasta 100-150 I/min y
incluso en deportistas de alto nivel a valores de
200 I/min.

e) Pulso de O,: es el cociente VO,/FC, por tanto es
un indice de eficiencia cardiovascular que
representa los ml de O, contenidos en la sangre
eyectada en cada latido cardiaco y, por tanto,
guarda relacién con la capacidad aerdbica del
deportista.

- Pardmetros submaximos:

Umbrales ventilatorios, es decir, umbral aerdbico y
umbral anaerébico determinados segtn los criterios
de Davis.

Criterios de Davis de determinacién de los
umbrales ventilatorios:

Umbral aerdbico, umbral ventilatorio 1 (ut)):

- Primer incremento no lineal de la ventilacion.

- Aumento de la relacién V,/VO, sin aumento.
simultaneo de V/VCO,.

- Elevacion de la PETO, sin disminucién de la PETCO,,.



PARTE Il Material y métodos

160

Umbral anaerébico, umbral ventilatorio 2 (ut2)
- Segundo incremento no lineal de la ventilacién.
- Aumento no lineal de la relacién V,/VO, con
aumento simultaneo de V. /VCO,.
- Elevacion de la PETO, y disminucién de la PETCO,
- V./VO, : Equivalente ventilatorio de oxigeno
- V,/VCO, : Equivalente ventilatorio de diéxido
de carbono.
- PETO, : Presion al final de la espiracién de
oxigeno.
- PETCO, : Presién al final de la espiracion de
diéxido de carbono.

En ambos umbrales se valor6 la FC, el VO, y su
porcentaje con respecto al VO, méax, y su relacion
con el pardmetro mecanico, es decir, con la
velocidad y la pendiente del tapiz rodante.

Los umbrales son indicadores objetivos de la
capacidad funcional. Son pardmetros reproducibles
e independientes de la motivacién del sujeto. Su
importancia se deriva de su aplicacién en la
prescripciéon de la intensidad de ejercicio, de su
utilidad en el ajuste del ritmo de competicién en
pruebas de larga duracién y de ser parametros que
se modifican con el entrenamiento y permiten por
lo tanto valorar los cambios fisiologicos que se
producen con dicho entrenamiento.

En un test de carga progresiva se producen a nivel
submaximo dos fenémenos fisiolégicos
claramente diferenciados:

a) Umbral aerdbico: es la intensidad de ejercicio
en la que se produce un inicio en la acumulacién
de lactato en sangre por encima de los valores de
reposo, a la vez que la ventilacién se incrementa
de una manera desproporcionada con respecto

al oxigeno consumido. Hasta ese nivel de ejercicio
los valores de lactato son similares a los basales, y
existe una relacién lineal entre la ventilacién

y la carga de trabajo, todo ello indicativo de una
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participacién predominante de la via aerébica en
la obtencién de energia. También se denomina
umbral lactico y el umbral ventilatorio 1 (VT)).

b) Umbral anaerdébico: es la intensidad de
ejercicio que metabdlicamente corresponde a un
maximo estado estable del lactato en sangre.
Refleja el maximo equilibrio entre la produccién
y aclaramiento del lactato. A ese nivel de ejercicio
la ventilacién se incrementa nuevamente de
forma desproporcionada en relaciéon al oxigeno
consumido. También se denomina OBLA y umbral
ventilatorio 2 (VT,).

C. Parametros cardiovasculares:

- Frecuencia cardiaca: n° de latidos por minuto.

a) FC: en reposo se encuentra entre 40-80 latidos
por minuto, aunque puede ser més bajo en
deportistas muy entrenados en resistencia
aerébica. Durante esfuerzos méaximos puede
llegar hasta 200 latidos por minuto.

b) FCVT,: frecuencia cardiaca en VT,
c) FCVT,: frecuencia cardiaca en VT,

- Tensidn arterial: presion que ejerce la sangre
contra las paredes de las arterias.

Tiene dos componentes: tensioén arterial sistélica
(valor maximo de la tension arterial en sistole,
cuando el corazén se contrae) y diastélica (valor
minimo de la tensién arterial cuando el corazéon
estd en diadstole o entre latidos cardiacos).

2.2.3 Estudio de la variacién de la dosis gendmica mitocondrial
en ejercicios de distinta intensidad

Todos los sujetos que se presentaron a realizar las distintas pruebas para
la cuantificacién de mtDNA en musculo, previamente hicieron una prueba
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de esfuerzo maximo, para determinar cual era su capacidad maxima de
trabajo y la prueba mas adecuada para cada uno.

La prueba de capacidad maxima de trabajo consisti6é en un protocolo
progresivo constante en una bicicleta ergométrica. En un primer momento,
pedaleaban durante 5 minutos a una carga inicial de trabajo fija, 150 W
para hombres, y 100 W para mujeres. Posteriormente, cada minuto se subia
la carga de trabajo 50 W o 30 W segtn si eran hombres o mujeres y se
prolongaba la prueba hasta que el sujeto no podia més. A cada tiempo se
anotaba su frecuencia cardiaca, para controlar el esfuerzo fisico.

En la Tabla 1 se resumen las caracteristicas de los diferentes protocolos de
ejercicio que se han realizado.

Tabla 1: Caracteristicas de los diferentes protocolos de ejercicio. (n — niimero de sujetos que han participado
en la prueba; + — experimenta hipertermia y/o fatiga; - — no experimenta hipertermia y/o fatiga).
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Potencia Duracién T2 ambiente
P fisi v < ro Hi . Fati
rueba fisica n 0, max (%) trabajo (W) (min) °c) ipertermia | Fatiga
R ) -
eposo (situacion 5 i i 120 20 i
control)
Fiercicio de bai
jeraciodeba g ~25 64124 120 20 :
intensidad
Ejercicio fatigante de | - , ~ 60 21020 120-145 35 +
moderada intensidad
Ejercicio no fatigante
de moderada 10 ~ 60 210+£20 120-145 35 -
intensidad
Ejeracp repetitivo 4 ~110 356414
de gran intensidad
1% Tanda 5 44 +
24 Tanda 5 14-16 -
3%Tanda 8 14-16 -

- Ejercicio prolongado de intensidad moderada,fatigante
y no fatigante

En esta prueba a los sujetos se les sometid a un ejercicio de
intensidad moderada (~60% VO, méax o 210+20 W), en unas
condiciones ambientales determinadas (temperatura ambiente

35°C y humedad relativa entre 40-50%), durante un tiempo de
2,0-2,5h.

En el protocolo fatigante, los individuos apenas bebieron durante la
realizacién de la prueba, experimentando deshidratacién (perdida
del ~4% de su peso corporal), hipertermia (temperatura corporal
39,5-40,5°C) y fatiga.

Por el contrario, en el protocolo no fatigante, aunque los
individuos estaban sometidos a las mismas condiciones al poder
ingerir liquidos no sufrieron ni hipertermia, ni fatiga.

Durante estas pruebas se registré el consumo méaximo de
oxigeno (VO, 1/min), utilizando un analizador de gases y el
contenido de glucégeno y lactato en el musculo usando ensayos
fluorométricos 9.

Con objeto de estudiar como evolucionaba la dosis gendémica
mitocondrial tras la realizacién de una prueba fisica, tras acabar
el ejercicio de intensidad moderada, prolongado y fatigante a los
sujetos se les tomo una biopsia a las 2 horas, 6 horas y 24 horas
de recuperacién.

- Ejercicio corto, repetitivo v de gran intensidad

En esta prueba los sujetos realizan un serie de ejercicios breves

(5-8 min), de gran intensidad (~110% VO, max; 356+14 W), bajo
diferentes condiciones ambientales, cada tanda de ejercicios esta
precedida por un calentamiento de 10-15 minutos y 5 minutos de
descanso, entre cada ejercicio los sujetos descansaban 1h y durante
este tiempo reponian liquidos.

En la primera tanda de ejercicios los sujetos pedalearon hasta
agotamiento, en condiciones de estrés térmico (llevaban puesta
una chaqueta en cuyo interior circulaba agua a 46°C). En la
segunda tanda de ejercicios, los individuos pedalearon el mismo
tiempo que en la primera, pero en esta ocasién la temperatura
ambiental era de 14-16°C.

Por ultimo, en la tercera tanda los sujetos pedalearon en las
mismas condiciones que en la tanda segunda pero hasta el
agotamiento.
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Durante estas pruebas se registré el consumo méaximo de
oxigeno (VO, 1/min), utilizando un analizador de gases, el
lactato en sangre utilizando un analizador EML, el contenido
de glucdgeno, lactato y fosfocreatina en el musculo, usando
ensayos fluorométricos, el ATP muscular mediante un método
luminomeétrico 9.

- Ejercicio suave y reposo

En este protocolo los sujetos en un primer momento reposaron
durante dos horas a temperatura ambiente (~20°C), a
continuacién se les someti6 a un ejercicio prolongado (2 h), de
intensidad muy suave (~25% VO, max o 64+24 W).

Durante la realizacién de los distintos protocolos de ejercicio se
propuso usar la escala del esfuerzo percibido (Ratio of Perceived
Exertion-RPE) para conocer la intensidad del ejercicio. Con

este método los individuos van clasificando subjetivamente

la intensidad con la que creen que estan haciendo ejercicio.

Se utilizo6 la escala de Borg original, en la cual se asocia una
clasificacién numeérica desde 6 hasta 20 para las distintas
intensidades relativas percibidas por el sujeto, desde muy, muy
leve hasta muy muy duro.

Este método propuesto por Borg permite un aumento lineal del
esfuerzo percibido respecto a la variacién de parametros como
la carga de trabajo y la frecuencia cardiaca. Se asume que la
percepcion entre los diferentes individuos de la intensidad de
trabajo es aproximadamente igual en todos.

Asi de este modo cada quince minutos de la duracién de

la prueba ademas de anotar la frecuencia cardiaca de los
individuos determinada con un pulsémetro, se les pedia a los
individuos que dijeran su percepciéon de intensidad de trabajo
basandose en la escala Borg.

2.2.4 Extraccién de las biopsias musculares
Las biopsias musculares para el estudio de la dosis genémica mitocondrial,

fueron obtenidas de la seccién media del Vastus lateralis, utilizando la
técnica de obtenciéon de biopsias percutaneas con aspiracién V.
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Se depild y se desinfectd un area de 3 cm? de piel cercana a la zona

que nos interesaba para tomar la muestra, la cual fue anestesiada por
infiltraciéon local de (2ml de lidocaina al 1%). Se realizé una escisién sobre
la piel de unos 5 mm de largo, con un bisturi estéril, a través de la cual se
introdujo la aguja. Las biopsias fueron extraidas mediante succién. Las
muestras tomadas antes y después de la prueba se tomaron del mismo
orificio cambiando la inclinacién de la aguja. Posteriormente las muestras
se limpiaron de los posibles restos de sangre y grasa y una vez limpias

se dividieron en varios fragmentos, se afiadi6 un crioprotector del tejido
(Tissue-Tek), se congelaron en N2 liquido y se guardaron a -80°C hasta el
momento de su analisis.

2.2.5 Protocolos de Biologia Molecular

A continuacién se enumeran las técnicas empleadas en el analisis
genético realizado a los deportistas y a los controles.

Ver protocolos detallados en Anexo II.

- Extraccién y cuantificacién de DNA

A partir de las muestras de sangre y biopsias de musculo
pertenecientes a los sujetos sometidos a estudio se extrajo el DNA
total con el que posteriormente se realizaron los analisis genéticos.

- Analisis genético mitocondrial: Determinacién de Haplogrupos
y Subhaplogrupos.

La determinacién de Haplogrupos y Subhaplogrupos mitocondriales se
realizé a partir de DNA total mediante las siguientes técnicas:

A. Polimorfismos de restriccién (RFLPs).

B. Secuenciacién de la regién hipervariable I (HVI)
del mtDNA.

C. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en
tiempo real.

- Determinacién del Dano oxidativo mitocondrial por PCR
a tiempo real en sangre

El fundamento del método esta basado en el hecho conocido de
que un nucleétido o regién danada en el DNA impide
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el progreso de la DNA polimerasa durante el proceso de
alargamiento, dando lugar a una disminucién en la formacién
del producto de PCR. Mediante el uso de PCR en tiempo real
se puede determinar este dano que impide la amplificacién,
estimando cuantitativamente dos fragmentos de diferente
tamano localizados en la misma secuencia del DNA; cuanto
mayor sea el dafio mayor seré el efecto de disminucién de la
amplificacién en el fragmento mayor respecto del menor.

- Determinacién del contenido genémico de mtDNA por PCR
a tiempo real en sangre

Se trata de una PCR cuantitativa en tiempo real utilizada para
amplificar y, simultaneamente, cuantificar de forma absoluta
el producto de la amplificacién de DNA. Para ello, se compara
la amplificacién de un fragmento de mtDNA respecto a la
amplificacién de un gen nuclear de copia Unica.

- Anélisis genético de genes nucleares

Se determinaron el polimorfismo rs4880 C/T de la enzima
MnSOD por PCR a tiempo real y los polimorfismos de PON1 en
la secuencia codificante (55y 192) y en el promotor (-108 y -162
mediante RFLPs y secuenciacién respectivamente.

- Estudio de los complejos enziméticos de la cadena respiratoria

Para estudiar los complejos de la cadena respiratoria fue
necesario utilizar las siguientes técnicas analiticas (ver
protocolos detallados en Anexo III):

A. Obtencién de homogenizados y “aislamiento”
de los complejos mitocondriales a partir de
biopsias de musculo esquelético.
B. Medida de la actividad del complejo IV
(citocromo c oxidasa, COX) por espectrofotometria.
C. Determinacién de la actividad enzimatica de los
complejos respiratorios I y V “in gel”.

2.2.6 Analisis estadistico

Los resultados de variables continuas se han expresado como la media

+ desviacion estandar (DS) de la media. En los parametros de valor
continuo, antes del correspondiente analisis estadistico, se comprobé la
normalidad de la distribucién mediante el Test de Kolmogorov-Smirnov
(K-S). Si su distribucién era normal (p>0.05) se utilizé el Student’s T-test
(con 2 grupos) o el andlisis de varianza (ANOVA test) para > 2 grupos con
el subsiguiente test de Fischer; en cambio cuando la p<0.05, la prueba
estadistica aplicada fue Mann-Whitney U-test. La diferencia significativa
se marcé al nivel del 95%, es decir, con p<0.05. El andlisis estadistico

de variables cualitativas se realizé mediante y2-test de la tabla de
contingencia correspondiente. Todos los analisis estadisticos se realizaron
mediante el paquete estadistico Stat View 5.0 para Macintosh (SAS
Institute, Inc.).
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3. RESULTADOS

En este apartado se muestran todos los resultados obtenidos a lo largo de
los diferentes estudios realizados.

3.1 Fondo genético y practica deportiva

Todavia se conoce poco sobre la predisposicién genética de los individuos
para la practica deportiva, pero en los Gltimos afios y tras estudiar
polimorfismos de genes nucleares y diversos aspectos vinculados al
rendimiento deportivo, han aparecido fuertes evidencias que apoyan

la dependencia entre deporte y fondo genético “>74. Dentro del estudio
genético tiene especial interés la genética mitocondrial, ya que es en

las mitocondrias donde se produce la mayor parte del ATP consumido
durante el ciclo contraccién-relajaciéon muscular. Por consiguiente, parece
obvio que el genoma mitocondrial debe desempefiar un papel importante
en el mantenimiento del requerimiento energético del ejercicio y, por
tanto, que su variabilidad genética pueda condicionar la predisposicién de
los individuos para la practica deportiva (Figura 16).

Figura 16. Esquema de los objetivos perseguidos por el estudio que realizado.

Fondo genético | . Practica =D Dosis genémica
mitocondrial | 1~ deportiva ~ | mitocondrial

Por todo ello, en la primera parte del trabajo se valor¢ la influencia que
el fondo genético mitocondrial de un atleta puede ejercer en la practica
deportiva que desarrolla y cémo esta practica puede determinar cambios
gendmicos mitocondriales.

3.1.1 Distribucién de Haplogrupos
Se estudi6 la variabilidad genética mitocondrial (haplogrupos

mitocondriales) en una poblacién control y otra de deportistas de nivel
nacional e internacional de diferentes disciplinas deportivas.
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La poblacién control estaba compuesta por 348 hombres y mujeres 3anos Tabla 2. Distribucién de los haplogrupos mitocondriales en deportistas y controles.

que no practicaban deporte de forma habitual. TOTAL CONTROLES DEPORTISTAS
- : : HAPLOGRUPOS % % %
La poblacién de deportistas profesionales estaba compuesta por 348 m 3;1 (46) 1;8 (48) 1;3 (44)
sujetos: 290 eran atletas, hombres y mujeres, que practicaban diferentes v = oe e a6 > e
deportes a nivel nacional o internacional y las 58 restantes eran arbitros ” 5 3 2 11 5 L2
de primera y segunda divisién de la liga de ftitbol espatiola. PreV 18 26 P 23 10 2.9
Pre HV 7 1 5 14 2 05
Analizados los haplogrupos mitocondriales de deportistas y controles se ] 64 9.2 31 89 33 95
observd que los haplogrupos mitocondriales se distribuian de similar ma- T 50 7.2 25 7.2 25 7.2
nera en ambas poblaciones (Grdfica 1 y Tabla 2) (P>0,05). u 101 14,5 0 144 o1 14,7
UK 53 76 23 66 30 86
| 4 05 1 03 3 09
w 4 0,5 2 05 2 05
Controles Deportistas X 8 L1 4 11 4 L1
W H L 11 16 8 23 3 09
M 0,7 2 05 3 09
0 03 1 03 1 03
Total 696 100 348 100 348 100

3.1.2 Metabolismo deportivo

Como globalmente no se observaron diferencias, se analiz6 la posible
asociaciéon de las variantes genéticas mitocondriales con el metabolismo
deportivo aerébico o anaerdbico, tanto en hombres como en mujeres.

En aerdbicos, se engloban a aquellos deportes que debido a su
duracién, de varios minutos, tienen como principal fuente de energia
la mitocondria (sistema OXPHOS). Este grupo comprende: ciclistas,
corredores de largas distancias, corredores de maratén, corredores
de marcha, duatletas, triatletas, patinadores, remeros, piragtistas y
esquiadores, tanto de fondo como de montafa. La practica de estos
deportes exige un régimen de entrenamiento especial denominado
entrenamiento de resistencia aerébica.

Grafica 1. Distribucion de haplogrupos mitocondriales en controles (348) y deportistas (348).

En anaerdbicos quedan el resto de deportistas pertenecientes a deportes
de equipo y arbitros, corredores de 400 m, velocistas (corredores de 50 y
100 m), saltadores, halterofilia y lanzadores de peso.

Como puede observarse (Tablas 3 y 4) no se encontré que la variabilidad
genética mitocondrial influyera en el metabolismo deportivo (P>0,05).
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Tahla 3. Distribucion de haplogrupos y clados (agrupaciones de haplogrupos evolutivamente relacionadas)
mitocondriales en atletas con metabolismo aerdbico.
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TOTAL HOMBRES MUJERES
CIADO HAPLOGRUPOS n (%) n (%) n (%)
Hv H 58 40,6 53 41,7 5 41,7
v 11 7,7 10 76 1 8,3
Hv 3 2,1 2 15 1 83
PreV 5 35 5 38 0 0
Pre HV 0 0 0 0 0 0
) 14 9,8 13 9,9 1 8,3
T T 12 8,4 11 84 1 83
U 25 17,7 23 17,6 2 16,7
v UK 11 7,7 10 76 1 8,3
I 0 0 0 0 0 0
IWX W 1 0,7 1 0,7 0 0
X 1 0,7 1 0,7 0 0
L* 1 0,7 1 0,7 0 0
LMo M 0 0 0 0 0 0
0 1 0,7 1 0,7 0 0
Total 143 100 131 100 12 100

* Los haplogrupos L y M, que presentan una baja frecuencia en la poblacién espafiola por no pertenecer a la linea caucasica
(L africano, M asiético), se agruparon con O para formar un grupo artificial, LMO, Unicamente con fines analiticos.

Tahla 4. Distribucion de haplogrupos y clados (agrupaciones de haplogrupos evolutivamente relacionadas)
mitocondriales en atletas con metabolismo anaerdbico.

TOTAL HOMBRES MUJERES
CIADO HAPLOGRUPOS n (%) n (%) n (%)
Hv H 95 46,3 88 50,9 7 219
v 12 58 8 4.6 4 12,5
Hv 2 0,9 2 1,2 0 0
PreV 5 2,4 4 2,3 1 31
Pre HV 2 0,9 2 1,2 0 0
J 19 9,3 12 6,9 7 21,9
i T 13 6,3 11 6,3 2 6,2
U 26 12,7 24 139 2 6,2
v UK 19 9,3 14 8,1 5 15,6
| 3 1,5 3 1,7 0 0
IWX W 1 0,5 1 0,6 0 0
X 3 1,5 2 1,2 1 3,1
L* 2 0,9 1 0,6 1 31
LMo m* 3 15 1 0,6 2 6,2
0 0 0 0 0 0 0
Total 205 100 173 100 32 100

* Los haplogrupos Ly M, que presentan una baja frecuencia en la poblacién espafiola por no pertenecer a la linea caucasica
(L africano, M asiético), se agruparon con O para formar un grupo artificial, LMO, Unicamente con fines analiticos.

Sin embargo, cuando se realizé una divisién més precisa de los atletas
considerando a) deportistas aerébicos (n=101) a atletas de fondo, ciclis-
tas, atletas de duatlén y triatlon y b) deportistas anaerédbicos a los atletas
de 100m y 400m (n=34), entonces se aprecié una diferencia significativa
(P=0,02) para la distribucién del haplogrupo H, que se acumulaba en los
deportistas anaerébicos (Grdfica 2).

En la poblacién control el haplogrupo H esta representado en un 43%,
mientras que en los deportistas anaerdbicos estd en un 62%, y en los
aerdbicos en un 39%.

Aerdbicos Anaerobicos

@~ &

Grafica 2. Distribucion del haplogrupo H frente al resto de haplogrupos mitocondriales en atletas aerébicos y anaerdbicos.

3.1.3 Consumo de oxigeno

Para determinar la capacidad fisica de un individuo un parametro esencial
a tener en cuenta es el consumo de oxigeno, el VO,, que esta intimamente
relacionado con el gasto energético. Cuando el consumo de oxigeno
alcanza el méaximo valor se estabiliza durante casi todo el ejercicio
reflejando el balance entre la energia necesaria y la produccién de ATP del
metabolismo aerdbico. Por ello se utiliza el VO, max, para determinar la
capacidad aerdbica de sintesis de ATP de un individuo. Por tanto, cuando
se estudiaba la influencia del fondo genético mitocondrial en el ejercicio,
se analizaba indirectamente el consumo de oxigeno maximo.

Ademas de por este parametro, el ejercicio esta limitado por el sistema
cardiovascular del individuo, es decir, la capacidad de transportar el
oxigeno de los pulmones a los musculos en contraccién, por lo que, entre
otros pardmetros, es importante tener en cuenta la frecuencia cardiaca
maxima (FC max), que esta linealmente relacionada con el VO, max.
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Estudios previos, ya habian observado una posible influencia de la
genética mitocondrial sobre el VO, max, sin embargo ningun estudio habia
sido concluyente, por lo que el objetivo de esta primera parte del trabajo
era demostrar esta influencia.

Con esta finalidad se seleccioné una poblacién homogénea de hombres
sanos de entre 20 y 40 afios (n=114), que llevaban a cabo una vida
saludable pero no eran deportistas ya que Uinicamente realizaban un
ejercicio de mantenimiento. Esta poblacién presentaba una distribucién
de haplogrupos similar a la ya publicada en la poblacién espanola ©9.

Al analizar los principales parametros cardiorrespiratorios, VO, max y FC
max, entre todos los haplogrupos mitocondriales de la poblacién control
analizada no se apreciaron diferencias significativas (P>0,05).

V0, max FC max

Grafica 3. Consumo de oxigeno y frecuencia cardiaca méaximas en el haplogrupo J frente al resto de haplogrupos.

Sin embargo, cuando se asumid que el haplogrupo J es el menos eficiente,
como se habia sido propuesto 9 y se dividi6é nuestra poblacién en dos
grupos, J vs. noj, se observé un valor de VO, max significativamente (P=0,02)
menor en los individuos con el haplogrupo mitocondrial J (Grdfica 3).

Se sabe que el consumo de oxigeno puede depender, entre otros
factores, de la frecuencia cardiaca, por lo que se considerd de

interés descartar que ese factor era el responsable de las diferencias
observadas entre los haplogrupos mitocondriales. Realizado el analisis,
se observd que la FC méax era similar en J y noJ (P=0,8), por lo que se
concluy6 que la diferencia observada en VO, max se debia al fondo
genético mitocondrial.
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3.1.4 Efecto del fondo genético en la poblacién entrenada

Considerando los resultados obtenidos, se estudi6 si la influencia del
fondo genético sobre el VO, max se mantenia en los atletas de élite
sometidos a un entrenamiento continuo, ya que se conoce que el VO, max
aumenta con el entrenamiento ©2.

Para ello, se seleccioné una poblacién compuesta por un grupo de 101
atletas de nivel internacional con entrenamiento aerébico y a 34 con
entrenamiento anaerédbico. Las diferencias observadas en los principales
parametros antropométricos y fisiolégicos eran las esperadas para este
tipo de entrenamientos, por lo que se descartd cualquier sesgo en el
reclutamiento de la poblacién.

Al analizar el VO, max, se observé que el entrenamiento aumentaba el
VO, max, siendo mayor ese incremento en los atletas de entrenamiento
aerdbico, como cabia esperar (Grdfica 4).

Vo, mé2<

CON AER ANA

Grafica 4. Consumo de oxigeno maximo en el haplogrupo J frente al resto
de haplogrupos en controles y deportistas aerébicos como anaerdbicos.

Cuando se analizé el VO, max entre las variantes mitocondriales J y el
resto de haplogrupos (noj), la diferencia significativa (P=0,02) encontrada
en la poblacién control habia desaparecido, tanto en atletas aerébicos
(P=0,8) y anaerdbicos (P=0,5).
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Este resultado sugeria que las adaptaciones del entrenamiento VO, max FC max
enmascaran las diferencias que el fondo genético mitocondrial puede
determinar en el consumo de oxigeno. Sin embargo, se desconocian las

condiciones, previas al entrenamiento, de los atletas de elite seleccionados -
por lo que no se obtuvieron resultados concluyentes. w '5"
120
30
Profundizando en este resultado, se observé que esta diferencia se debia - ®
sobre todo al haplogrupo H. Es decir el haplogrupo H y el haplogrupo © "
J estaban en los extremos de (P=0,008) mayor y menor VO, max, ,
respectivamente. J H J H

Grafica 6. Consumo de oxigeno y frecuencia cardiaca maximas en el haplogrupo J frente al H. (Tesis de Diana Martinez Redondo).

V0, max
3.1.5 Daflo oxidativo del mtDNA
= Cuando se realiza ejercicio fisico, el consumo de oxigeno aumenta
porque es necesario generar mas energia en los musculos en accién lo
40 que aumenta la produccién de ATP y la produccién de ROS. Por lo tanto,
teniendo en cuenta que el DNA mitocondrial es mas susceptible a este
dafio, es légico pensar que como consecuencia del ejercicio aumentara el

30 datio sobre el DNA mitocondrial (Figura 7 y 17).
20 Figura 17. El dafio oxidativo en el mtDNA es una consecuencia de la produccion de ROS.
Ejercicio
10 o N B B fisico
I
e B G e a a Consumo de

J - 0 T u v oxigeno
Grafica 5. Consumo de oxigeno maximo en todos los haplogrupos mitocondriales. I I |
Jvs. noJ (P=0,02); J vs. H (P=0,008). (Tesis de Diana Martinez Redondo).

ATP ROS

Por otro lado, la poblacién control empleada, se encontraba en un
intervalo de edad amplio, de 20-40 anos. Se sabe que el VO, max L Dafio
disminuye con la edad, por lo que se decidi¢ verificar los resultados mtRNA
en una poblacién con un intervalo de edad mas reducido. Para ello,

se recluté un grupo control de 20-25 sobre el VO, max confirmando
la diferencia de VO, méx entre las variantes J y noJ, previamente
encontrada (P=0,02). Tampoco se observé diferencia entre la FC max,
como en el estudio inicial (Grdfica 6).

Habiendo observado mayor consumo de oxigeno en el haplogrupo
mitocondrial H que en el ], se plante6 la hipétesis de que el dafio oxidativo
también seria mayor en H, lo que fue confirmado posteriormente.
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Para ello, se pensé que el tejido més adecuado para ver este efecto Dafio oxidativo
tenia que ser el musculo. Pero, puesto que la extraccién de biopsias
musculares es una técnica muy agresiva se decidi6 centrar el analisis en

los haplogrupos que presentaban diferencias maximas entre si, el J y el H. s
Se reclutaron 25 individuos con haplogrupo H y 7 con haplogrupo J. Esta .
poblacién no presentaba diferencias en los principales parametros con
excepcién de la esperada en el consumo de oxigeno, en el que se mantenia 15
que el haplogrupo H presentaba mayor VO, max que el J (P=0,02).

1
Determinado el dafno oxidativo en el mtDNA primero se observé que 4B

existia una correlacion positiva entre éste y el VO, max. En coherencia con
el funcionamiento de la mitocondria, al consumir més oxigeno se libera mas

cantidad de ROS y, por tanto, se produce més dafo en el mtDNA (Grdfica 7). . 0

Grafica 8. Dafio oxidativo en el haplogrupo J frente al H. (Tesis de Diana Martinez Redondo).

28
3.1.6 Haplogrupos H y J, ;cémo explicar sus diferencias?

25
Se ha postulado un distinto acoplamiento y, por tanto, eficiencia
22 . de la cadena respiratoria en los haplogrupos mitocondriales Hy ]
. esquematizados en la Figura 18 9 siendo H el mas yJ el menos acoplado.
Veamos esto con mas detalle.

Dafio oxidativo

Figura 18. Efectos de la diferente eficiencia de los haplogrupos Hy J (Tesis de Ana Marcuello Lépez y Diana Martinez Redondo).

. 3 Haplogrupo H Haplogrupo J

36 /1 4% 51 56 61
Cl cir Civ- cv Cl clr civ- ¢cv

o LU RURRR

Grafica 7. Correlacidn entre el VO,max y el dafio oxidativo (Tesis de Diana Martinez Redondo).

En segundo lugar, cuando se compard el dano en los distintos haplogrupos
se apreci6 que los individuos H presentan mayor dafio en el DNA T B .c‘v W B B
mitocondrial que los individuos J (P=0,04), como habiamos hipotetizado.

- Protones Calor

Mas eficiente Menos eficiente

™ ATP y radicales libres ' ATP y radicales libres
Menor produccion de calor Mayor produccién de calor
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El diagrama de la Figura 19 facilita la comprensién de este proceso. Una
parte importante del oxigeno consumido contribuye a la formacién de
ROS, siendo esta proporcién tanto mayor, cuanto mas acoplado esté

el haplogrupo ®. El haplogrupo H ha sido propuesto como el mejor
acoplado, mas eficiente, por lo que practicamente toda la energia
generada en la cadena se utiliza para la formacién de ATP, liberando
poco calor, pero con el inconveniente de generar muchos radicales
libres. El haplogrupo J, por el contrario, al estar menos acoplado,
genera menos ATP y més calor, pero con la ventaja de producir menos
radicales libres.

Figura 19. Esquema que representa, no proporcionalmente, el diferente consumo
de oxigeno en los haplogrupos Hy J. (Tesis de Diana Martinez Redondo).

J-V0, méx

J consumo O, total en TEC
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H /&2 ROS
= @
w o
4e .
H consumo 0, total en TEC 40, = 40,
H-V0, méx

D Consumo de 0, en ETG - ATP
|:| Consumo de O, en ETC - calor
[_] consumo de 0, en ETC - produccién ROS

La cadena respiratoria utiliza 4 electrones para reducir una molécula
de oxigeno, mientras que en la produccién de ROS esos 4 electrones
reducen 4 moléculas de oxigeno, lo que significa que la produccién de
ROS consume 4 veces mas oxigeno que la produccién de ATP. Asumida
esta propuesta, se entiende que el haplogrupo H presente mayores
valores de VO, max que el ], debido a la mayor produccién de ROS.
Como consecuencia de la mayor producciéon de ROS en H, también

se justifica el mayor dano oxidativo mitocondrial encontrado en este
haplogrupo (Grdfica 8).
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3.2 Variacién de la dosis genémica mitocondrial
en ejercicios de distinta intensidad

Considerando los resultados obtenidos hasta aquel momento que
demostraban la influencia de las variantes genéticas mitocondriales en la
practica deportiva, se decidi6 analizar el proceso contrario, es decir, como
el ejercicio fisico podia modificar la genémica mitocondrial. El parametro
estudiado fue la dosis genémica mitocondrial o lo que es lo mismo, el
numero de copias de mtDNA por célula, que guarda una relacién inversa
con el dafno oxidativo: cuanto mas dafo se genere en la mitocondria,
menor nimero de copias de mtDNA presentara el organulo.

En primer lugar se determind esta dosis gendmica en sangre por una
razén, su recogida es menos agresiva, aunque tiene el inconveniente de
ser un tejido que se renueva constantemente por lo que su incidencia
podria ser menos trascendente.

3.2.1 Dosis gendmica mitocondrial en sangre

Se inici6 el estudio reclutando 268 muestras de deportistas de alto nivel y
42 de controles y se determind su dosis gendémica por medio de la técnica
de PCR a tiempo real.

Una primera observacién mostrd que la poblacién de deportistas de alto
nivel presentaba una cantidad de mtDNA en sangre significativamente
mayor que el grupo control (Grdfica 9). Este dato coincidia con lo publicado
anteriormente por otros grupos “*7% donde mostraban que uno de

los efectos del entrenamiento fisico realizado de forma regular, es un
aumento de la biogénesis mitocondrial y de la cantidad de mtDNA.

Cantidad de DNA ‘

Controles Deportistas

Grafica 9. Diferencias en la dosis gendmica mitocondrial entre controles y deportistas de alto nivel.
(Test de la T-Student; p = 0,0020). (Tesis de Ana Marcuello Lopez).
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Una vez comprobado que la practica de ejercicio fisico de forma habitual
modifica la dosis gendémica del mtDNA en sangre, se decidié abordar el
estudio del contenido de mtDNA en la poblacién de deportistas.

Los resultados obtenidos, fueron los siguientes:

1. Aparecieron diferencias en la cantidad de mtDNA segun el
sexo, siendo las mujeres deportistas las que poseen una
cantidad de mtDNA en sangre significativamente menor que
los hombres (Grdfica 10), observacién que no se encontré en la
poblacién control.

Mujeres Hombres

Grafica 10. Diferencias en la dosis genémica mitocondrial entre hombres y mujeres
en la poblacion de deportistas de alto nivel. (Test de la T-Student; p < 0,0001).

Este resultado se une a las ya citadas diferencias fisiolégicas
y bioquimicas existentes entre ambos sexos en una
poblacién de deportistas.

2. Los deportistas con entrenamiento de resistencia aerébica
tienen mayor cantidad de mtDNA que el resto (Grdfica 11).

no RES RES

Grafica 11. Diferencias en la dosis genémica mitocondrial entre deportistas que realizan entrenamiento de resistencia (RES)
y los que no lo realizan (noRES). (Test de la T-Student; p < 0,0001). (Tesis de Ana Marcuello Lopez).
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3. Hay una correlacién positiva entre la cantidad de mtDNA y
el tipo entrenamiento realizado, asi cuanto mayor sea el peso
del entrenamiento de resistencia aerdbica, mayor serd la dosis
gendmica mitocondrial (Grdfica 12).

CON EXP LAC MIX AER

Grafica 12. Relacion entre la dosis genémica mitocondrial y la préactica de entrenamiento de resistencia. (Test ANOVA p< 0,0001, Test
Fisher AER vs. Control p< 0,0001, AER vs. EXP p = 0,01, AER vs. LAC p<0,0001, AER vs. MIX p = 0,0008, Test Fisher MIX vs. Control p
=0,002, MIX vs. EXP p = 0,05, MIX vs. LAC p = 0,0107). CON = Controles; EXP = deportistas de pruebas explosivas; LAC = deportistas
de pruebas lacticas; MIX = deportistas de pruebas mixtas; AER = deportistas de pruebas aerdbicas. (Tesis de Ana Marcuello Lépez).

3.2.2 Dosis gendmica mitocondrial en musculo

Los resultados obtenidos en el apartado anterior, que mostraban una
asociacion entre la cantidad de mtDNA en sangre y el ejercicio fisico
practicado de forma regular, sugirieron otra cuestion: ;qué pasaba en

el musculo durante los ejercicios de distinta intensidad? Para poder
responder a esta pregunta, se obtuvieron, mediante biopsia, muestras del
musculo Vastus lateralis en 26 sujetos, sometidos a diferentes protocolos
de ejercicio, para determinar el efecto de la duracién y la intensidad del
ejercicio fisico en la dosis genémica mitocondrial.

En un primer momento para validar las técnicas de obtencién de

las muestras y del método de cuantificacién del mtDNA, se tomaron
muestras de 10 sujetos, antes y después de dos horas en reposo y se
determiné la cantidad de mtDNA por medio de la técnica de hibridacién
de Southern-Blot.
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Figura 20. Efecto del estado de reposo sobre la dosis gendmica mitocondrial. (Test ANOVA, analisis por pareados p = 0,223).
(Tesis de Ana Marcuello Lopez).
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Figura 21. Efecto del ejercicio prolongado de baja intensidad sobre la dosis genémica mitocondrial. (Tesis de Ana Marcuello Lopez).
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Como puede observarse en la Figura 20, la cantidad de mtDNA no varia
tras dos horas de reposo, lo que puede interpretarse como que la dosis
gendmica no se modifica mientras no cambie de forma importante la
demanda energética o las condiciones ambientales del individuo.

- Ejercicio prolongado v de baja intensidad

Se determino la cantidad de mtDNA en musculo extraido antes
y después de un ejercicio prolongado y de baja intensidad (25%
VO, max, 2h), en 10 deportistas “amateurs” (Figura 21). El valor
de la frecuencia cardiaca (100 latidos/ minuto) y la percepcién
subjetiva de cansancio de los sujetos en funcién de la escala de
Borg (10+2 Unidades escala de Borg) indican que se trata de un
ejercicio suave, con poco estrés fisioldgico.

Los resultados obtenidos en este analisis indicaron que tampoco
habia variacién en la cantidad de mtDNA tras dos horas de
ejercicio de intensidad suave (Test ANOVA, analisis por pareados
p =0,92).

- Ejercicio prolongado no fatigante de intensidad media

La siguiente prueba determiné la dosis genémica mitocondrial
tras la realizacién de un ejercicio prolongado y de intensidad
moderada.

Para ello, 10 deportistas, realizaron una prueba fisica que
consistia en pedalear a una carga de trabajo proxima al

60% del VO, max, en condiciones ambientales de 35°C
temperatura ambiental y 40-50% humedad relativa, durante
aproximadamente 2 horas, cada cierto tiempo se les hacia beber
agua con sales, para evitar la deshidratacién y la hipertermia.

El valor de la frecuencia cardiaca (145 latidos/minuto) y el estado
de percepcién de la intensidad del ejercicio (11-13 Unidades de
Borg) informaron de que se trataba de un ejercicio fisico suave,
sin llegar a ser fatigante.
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Figura 22. Efecto del ejercicio prolongado no fatigante de intensidad media sobre la dosis genémica mitocondrial.
(Tesis de Ana Marcuello Lopez).
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Figura 23. Efecto del ejercicio prolongado fatigante de intensidad media sobre la dosis gendmica mitocondrial.
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Los resultados obtenidos, como podemos observar en la
Figura 22, ponen de manifiesto que hay una tendencia a
disminuir la cantidad de mtDNA tras la realizacién de la
prueba, pero, sin llegar a ser significativa (Test ANOVA,
anélisis por pareados p = 0,08).

- Ejercicio prolongado fatigante de intensidad media

Se decidi6 continuar el estudio con un ejercicio prolongado

de mayor intensidad en el que 10 deportistas “amateurs”
pedalearon a una carga de trabajo proéxima al 60% del VO,

méx hasta el agotamiento durante 2 h, en unas determinadas
condiciones ambientales (35°C temperatura ambiental, 40-50%
humedad relativa), sin poder reponer liquidos (Ver Figura 23)
Todo ello, hace que sea un ejercicio prolongado, fatigante, con
hipertermia (temperatura corporal de 40°C) y con deshidratacion
(se pierde hasta un 4% del peso corporal).

El valor de la frecuencia cardiaca (175 latidos/ minutos) y la
percepcién subjetiva de cansancio de los sujetos en funcién de
la escala de Borg (19,4 + 0,2 Unidades de Borg) confirmaron la
dureza de esta prueba que puede clasificarse como extenuante.

Tras el analisis de la variacién del mtDNA en musculo
esquelético antes y después de la prueba, los resultados
obtenidos muestran, un descenso significativo de la dosis
gendmica mitocondrial (Test ANOVA, anélisis por pareados p=
0,005) tras la realizacién de un ejercicio de estas caracteristicas,
con una caida promedio del 32 + 5%, hecho que no se habia
descrito previamente (Figura 23).

- La recuperacién de la dosis genémica mitocondrial tras el
ejercicio fisico

A partir de los resultados anteriores, donde se observd

una tendencia a la disminucién del mtDNA en el musculo
esquelético tras la realizacién de un ejercicio prolongado de
intensidad moderada, siendo tanto mayor la caida cuanto
mas fatigante es el ejercicio realizado, se planted estudiar
la variacién de la dosis genémica mitocondrial a lo largo del
proceso de recuperacién.
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Para ello se obtuvieron biopsias posteriores a la realizacién de la
prueba fisica a las dos horas, un dia y una semana después de
haber finalizado el ejercicio (Figura 24).

Figura 24. Protocolo del proceso de recuperacion tras la realizacion de la prueba de ejercicio
fisico prolongado de intensidad moderada y fatigante. (Tesis de Ana Marcuello Lopez).
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Los resultados de este estudio (Grdfica 13) indican que la
cantidad de mtDNA, que disminuye significativamente después
del ejercicio fatigante (n=10, Test ANOVA, anélisis por pareados
p = 0,005) permanece baja a las 2 horas de la realizaciéon de la
prueba (n=10, Test ANOVA pareados p = 0,043) al igual que al dia
siguiente (n=10, Test ANOVA pareados p = 0,0945).

Sin embargo, la dosis gendmica mitocondrial se restaura hasta
niveles basales después de una semana de recuperacion (n=10
Test ANOVA pareados p = 0,35).

Probablemente la dosis genémica mitocondrial se restaure a los 3-4
dias del ejercicio fatigante, pero dada la agresividad de la técnica
de extraccién de biopsia muscular, no pudieron extraerse méas
muestras de musculo a lo largo de la semana posterior.
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Grafica 13. Dosis genomica mitocondrial en el misculo esquelético en el proceso de recuperacion tras la realizacion de la prueba
de ejercicio fisico prolongado de intensidad moderada y fatigante. (Tesis de Ana Marcuello Lépez).
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3.3 Practica deportiva y cadena respiratoria

El estudio de la actividad de la cadena respiratoria demostrd una
correlacién positiva entre la dosis genémica y la actividad de los
complejos de esta cadena, principalmente el I y el IV®, 1o que demuestra
la importancia de que las células mantengan la cantidad de mtDNA para
garantizar la funcionalidad celular. (Datos mostrados en el ANEXO I1I).

®Estos resultados son de interpretacién compleja por lo que se han incluido en el ANEXO III.
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3.4 Efecto protector de la actividad
antioxidante frente al dafio oxidativo

Como se vio en el apartado anterior, el dafio oxidativo se incrementa
en proporciéon directa ala intensidad del ejercicio fisico realizado. Por
lo tanto, para que los deportistas puedan seguir realizando ejercicios
de gran intensidad, su organismo debe ser capaz de contrarrestar
eficazmente los radicales libres como lo sugiere el hecho de que en los
individuos sometidos a un entrenamiento regular, el nivel de dafio es
menor que en los no entrenados ©*7”). Esta observacién supone que las
defensas antioxidantes son capaces de adaptarse ante una exposicién
crénica a agentes oxidantes, mejorando su funcionalidad y, s6lo en
aquellos casos en que ese mecanismo funcione apropiadamente, el
deportista podra mantener su practica deportiva sin sufrir grave dano
oxidativo.

Corroborando esta hipdtesis se habia encontrado un aumento en

la actividad de la SOD total en algunos estudios 7%, pero no en

otros %) lo que podria explicarse por diferencias en la intensidad
del ejercicio 8%, Asi mismo, también se habia publicado que la
glutation peroxidasa y el contenido total de glutation se modifican
con el entrenamiento y muestran diferente respuesta en funcién de la
intensidad y duracién del ejercicio 22,

En el presente estudio se plante6 la necesidad de confirmar esta
nueva idea desde la perspectiva genética: se trataba de evaluar si
las variantes genéticas de enzimas antioxidantes méas efectivas en
la proteccioén frente al dafio oxidativo estaban incrementadas en
deportistas.

Para ello, se reclutaron 57 deportistas: 39 varones (68,4%) y 18 mujeres
(31,6%). Como era de esperar se observaron diferencias significativas
(P=0,0001) en el peso, altura e IMC entre los atletas varones y mujeres,
lo que indica que la poblacién estudiada, en estos parametros, muestra
las diferencias normales entre ambos sexos.

3.4.1 Confirmacién de resultados previos
Antes de abordar el estudio del efecto protector de la actividad

antioxidante frente al dafio oxidativo, se quiso confirmar los resultados
que habiamos obtenido previamente durante la primera parte del estudio.
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De los 39 atletas masculinos analizados, 24 eran deportistas aerébicos y
15 anaerdbicos, de los cuales sélo dos eran no lacticos. Mientras que de las
18 atletas femeninas estudiadas, 13 corresponden a deportistas aerdbicas
y 5 eran anaerobicas.

Las distribuciones segin las pruebas atléticas que realizaban dichos
deportistas aerébicos y anaerdbicos se muestra en las Grdficas 14 y 15 para
hombres y mujeres respectivamente.

Aerabicos Anaerdbicos
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= 3000 m obst W 200m
W 5000 m 400 m
W 10km W 800m
m 20 km
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50 km
Grafica 14. Distribucion de los deportistas masculinos aerdbicos y anaerdbicos en funcion de las pruebas atléticas que realizaban.
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Grafica 15. Distribucion de las deportistas femeninas aerdbicas y anaerdbicas en funcion de las pruebas atléticas que realizaban.

Cuando se analizaron los parametros mecanicos en estos deportistas se
observé una diferencia significativa en la velocidad maxima alcanzada
(p<0,05) entre hombres y mujeres, independientemente de la disciplina
practicada, lo que confirma una menor potencia de trabajo fisico en las
mujeres deportistas, como ocurre en la poblacién normal (Tabla 5).
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El tiempo en el que se mantenia la maxima velocidad por hombres y - Pardmetros ergoespirométricos

mujeres especializados en diferentes pruebas diferia muy poco, lo que

parece sugerir que la capacidad para mantener la velocidad méaxima El estudio comparado del consumo méximo de oxigeno
propia de cada individuo, es independiente del sexo (P>0,05) aunque se ve (VO, max) entre hombres y mujeres confirmo los resultados
influenciada por la disciplina practicada (Tabla 6). esperables (Grdfica 16): hombres y mujeres difieren

notablemente (P< 0.0001) en su consumo de oxigeno, lo que
podria deberse, entre otros factores, a la mayor masa muscular

Tahla 5. Distribucion de la velocidad maxima en hombres y mujeres en funcion de la prueba atlética (DS = Desviacién estandar). y capacidad pulmonar que presentan los varones.
HOMBRES MUJERES
Prueba n media DS n media DS VOZ max
100 m 2 17,5 02
200 m 1 18 "
400 m 7 193 0,82 3 17,25 0,66 3
800 m 4 21,2 0,74 1 19,75 w©
1500 m 7 22,1 0,49 4 19,25 0,29
3000 m obs 4 22,1 0,85 3 19,92 0,63 i
5000 m 4 21,9 1,32 2 19,25 035 0 —— ——
10 km 4 20,1 3,67 2 16,5 4,24 Grafica 16. Consumo maximo de oxigeno en funcion del sexo de los atletas.
maraton 2 21,7 0,35 1 20
20 km 2 16 071 2 14,25 0 El estudio del consumo de oxigeno en hombres segin las
50 km ’ e & pruebas atléticas evidenci6 que el mayor VO, max se consigue
Total 9 18 en las pruebas que combinan la necesidad de alcanzar mayor
b~ 00004 b 0018 velocidad y mantenerla durante un tiempo prolongado (fondo)
’ ' (P<0,0001).
Tabla 6. Distribucion del tiempo que se mantiene la velocidad maxima en hombres y mujeres en funcién de la prueba atlética. En cambio, en las pruebas anaerdbicas o en las de resistencia
(DS = Desviacion esténdar). aerdbica de larga duraciéon el consumo méximo de oxigeno
HOMBRES MUJERES parece no ser un parametro determinante de la capacidad real
Prueha n media DS n media DS del deportista. (Grdfica 17).
100 m 2 9,39 06
200 m 1 10,06
400 m 7 11,21 0,88 3 11,21 0,78 VO, max
800 m 4 13,15 075 1 13,54
1500 m 7 14,02 0,42 4 13,21 0,16 »
3000 m obs 4 14,13 0,83 3 1394 0,61 >
5000 m 4 13,94 129 2 13,19 0,27 0
10 km 4 13,09 1,41 2 13,22 0,23 4°~‘
maraton 2 13,77 0,52 1 14,09 24
20 km 2 14,03 143 2 14,45 0,03 LS
50 km 2 12,28 1,15 s
Total 39 18

P < 0,0001 P =0,0005 Grafica 17. Consumo méaximo de oxigeno de los deportistas segtin las pruebas atléticas practicadas.
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En las mujeres, se mostro, aunqgue con niveles menores de
consumo de oxigeno, un patréon similar, con menor
significacion estadistica (P=0,03) que el observado en varones.
En este caso, se evidencio, como en varones, que la prueba
que desarrolla al méximo la capacidad aerébica era la
carrera de 3000 m obstaculos.

El estudio comparado del cociente respiratorio (VCO,/VO,)
entre hombres y mujeres mostré valores muy similares de
media (1,15 vs. 1,13 respectivamente). Esto mismo se
confirmé al realizar el estudio por pruebas atléticas. En
todos los casos, el cociente era mayor de 0,8 por lo que puede
afirmarse que tanto en pruebas aerdbicas como anaerébicas,
hay una parte importante de la energia suministrada
anaerdbicamente (glucolisis).

El estudio comparado de la ventilacién pulmonar entre
hombres (163,7) y mujeres (114,3) mostrd importantes
diferencias (P<0,0001) entre ambos sexos, lo que confirma
observaciones previas. El estudio por pruebas atléticas, no
mostré significacién estadistica.

El estudio comparado del porcentaje de consumo de oxigeno
en los umbrales aerébico (VT,) y anaerdbico (VT,) no mostré
significacién estadistica en ninguno de los casos analizados,
siendo similar en las diferentes disciplinas deportivas.

- Pardmetros cardiovasculares

El estudio comparado de la frecuencia cardiaca entre hombres
y mujeres, no mostro diferencia significativa, en ambos casos
estaba entorno a 185 latidos/min.

Sin embargo, cuando el analisis se realizé en hombres por
pruebas atléticas se observé una gran diferencia significativa
(P=0,0005) entre las pruebas de carrera y marcha. (Tabla 7). Este
efecto no se constatd en las mujeres estudiadas.
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Tabla 7. Distribucion de la Frecuencia Cardiaca, la FC en el umbral aerébico VT, y la FC en el umbral anaerdbico VT, en los hombres
deportistas analizados en funcién de las pruebas atléticas en las que participan. (DS = Desviacion esténdar).

FC FCen VT, FCen VT,

Prueba n media DS n media DS n media DS
100 m 2 190 0,7 2 155 9,2 2 170 0,8
200 m 1 205 1 164 1 185

400 m 7 194,7 3,45 7 159,9 4,74 7 180 6,45
800 m 4 182,5 6,6 4 150,2 9,04 4 164,7 7
1500 m 7 180,8 6,8 7 148,1 7,1 7 169,1 9,6
3000 m obs 4 183,5 13,2 4 150,5 13,5 4 169,7 13,2
5000 m 4 183,5 41 4 158 4.8 4 174 1,1
10 km 4 183,5 4,7 4 152 6,5 4 168,5 4,5
maraton 2 191 14 2 161,5 9,2 2 176,5 0,7
20 km 2 193 42 2 170,5 9,2 2 183 8,5
50 km 2 165,5 9,2 2 135 2,8 2 150,5 2,1

El mismo patrén que se observo en el estudio de la frecuencia
cardiaca, se apreci6 en el umbral aerdbico VT, (P=0,004) y
anaerobico VT, (P=0,003), sugiriendo que en varones
deportistas, pero no en mujeres, este parametro es muy
dependiente de la disciplina practicada o, lo que es lo mismo,
del entrenamiento realizado. (Tabla 7).

- Genética mitocondrial

El estudio de los haplogrupos exigi¢ la utilizacién de una
poblacién control, previamente analizada y publicada por
nuestro grupo ¢ para averiguar si la distribucién de estas
variantes genéticas en la poblacién de deportistas (57)
presentaba alglin sesgo respecto a la poblacién espafiola (79).
Dada la baja frecuencia de los haplogrupos I, W, X y L, en el
andlisis estadistico, para evitar tener que aplicar la correccién
de Yates, se requiri6 la asociacién de estos haplogrupos en uno
sélo denominado O*. El resultado mostrd que no habia
diferencia significativa (P=0,2) en la distribucién de ambas
poblaciones (Grdfica 18).
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Controles Deportistas

T,

Grafica 18. Distribucion de los haplogrupos mitocondriales en controles y deportistas.

Analizada la distribucién de los haplogrupos segun el
metabolismo de la disciplina practicada por los deportistas no
se observaron diferencias significativas (P=0,4). Sin embargo,
como se observa en la Grdfica 19, los haplogrupos H y U estan
bastante incrementados en deportistas anaerébicos lo que
parece confirmar que sean haplogrupos bioquimicamente muy
acoplados y con mejor rendimiento energético.

Aerobicos Anaerdbicos

Grafica 19. Distribucion de los haplogrupos mitocondriales en los deportistas aerdbicos y anaerdbicos.

Cuando se observo la distribucién de los subhaplogrupos en
la Tabla 8, se encontrd que existia una diferente distribucién
de subhaplogrupos en controles y deportistas, observandose
un incremento de HV*, L3 y T* en estos ultimos (P=0,001).
Esta observacién debe ser considerada con cautela, ya que
el tamano de la muestra es demasiado pequefio para ser
concluyente.
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Tabla 8. Distribucion de subhaplogrupos en controles y deportistas.

Subhaplogrupos CONTROLES DEPORTISTAS
H* 12 10
H1
H3
H5
HV*
Hv2

|*

—
o

IE
J1
J1*
Jlc
J2
J2a
L0,1,2
L3
T
u*
uU1811*
U4
us
Uba
Ubb
UK
Uk
UK1
UK2
VE

Totales

w IRl |R = INDNO|R|O|OlOC|O|O || |IR|O|d|m,|O|lWIO|W|O
NjfOoO|lojlo|Oo|~ ||l |lOlWIMNVOO|SR|lO|IN|dMIND|O|lO|R|O|R|O| P>

)]
~
o
~

Realizada la distribucién de los subhaplogrupos entre hombres
y mujeres, se observa que los subhaplogrupos HV* y L3 estan
incrementados en mujeres (P=0,002). (Tabla 9).

No puede hacerse el estudio de distribucién de subhaplogrupos
por pruebas deportivas dado el reducido numero de atletas
reclutados para este trabajo. Pero hay que destacar el hecho de
que los sujetos pertenecientes al subhaplogrupo L3 sean todos
ellos atletas de fondo. En cambio, el atleta nolL3 es velocista.
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Tabla 9. Distribucion de subhaplogrupos mitocondriales en hombres y mujeres deportistas.

Subhaplogrupos MUJERES HOMBRES
H* 2
H1
H3
HV*

oo

J1*
Jlc
J2
L0,1,2
L3
T*
u*
y1811+
us
Uba
U5b
v

Totales

o|lo|lOo|~|O|lO|MV|W|O|O|~|O|—|>|lO|D>
N[Ol WINV|W|FE|~|MD|WIMV|O|lO| M| wW

—
o4}
w
©

Se intentdé analizar las pruebas atléticas por separado, pero
no se encontraron individuos de todos los haplogrupos en las
diferentes disciplinas deportivas, por lo que no pudo aplicarse
ningln estadistico. A pesar de ello, observada la frecuencia de
haplogrupos por prueba atlética (juntos, y hombres y mujeres
por separado) no se vieron diferencias destacables.

Agrupando las pruebas atléticas en velocidad, fondo y marcha,
con el objetivo de poder alcanzar el minimo de frecuencia en
las celdas para el test de la Chi?, se analiz¢ la distribucién de
las variantes genéticas agrupadas segin su mayor (H) o menor
(J) eficiencia energética, pero no se observaron diferencias
significativas.

Es de destacar que las mujeres que practican pruebas de fondo,
pertenecen mayoritariamente a los haplogrupos noH (11/12 =
92%) mientras que en la poblacién espafiola estos haplogrupos
representan en torno al 55%, en cambio las velocistas
pertenecen mayoritariamente al haplogrupo H (Grdfica 20).
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Grafica 20. Distribucion de los haplogrupos mitocondriales H o noH en atletas, segiin las pruebas deportivas (n=57).

Cuando se analizaron las frecuencias de distribucién de

los haplogrupos segtin los pardmetros antropométricos, no
apreciaron diferencias significativas en ningun caso (edad, peso
o altura) (datos no mostrados).

Tampoco se observaron diferencias entre los haplogrupos
mitocondriales en los parametros: velocidad maxima, tiempo,
ventilacién pulmonar, porcentaje de VO, en el umbral aerébico
(VT,), ni en el anaerdbico (VT,), frecuencia cardiaca, FCen VT,,
FCen VT,, velocidad en VT, nien VT,.

Sin embargo, si se encontré un menor consumo de VO, max
asociado al haplogrupo J en mujeres, como ya habiamos
demostrado previamente > # 8 en poblacién control. E1
haplogrupo ] mostr6 significativamente (P=0,04) menor
consumo de oxigeno que H, O*y T (Grdfica 21).

Hombres

® Mujeres

Grafica 21. Distribucion de VO, max en funcion del haplogrupo mitocondrial (n=56, sélo se puedo medir en 38 hombres).
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También encontramos diferencias significativas entre
haplogrupos (sobre todo respecto a J en mujeres) en el CR.

Lo que sugiere que este haplogrupo puede presentar diferente
predisposicién para las pruebas de metabolismo aerébico y
anaerébico, sobre todo en mujeres (Grdfica 22).

CR

Hombres

W Mujeres

Grafica 22. Cociente respiratorio de los atletas segln su haplogrupo mitocondrial (n=56, solo se pudo medir en 38 hombres).

- Gendmica mitocondrial
Cuando se analiz6 el numero de copias de mtDNA en los distintos

haplogrupos se observo una tendencia, aunque las diferencias no
fueron estadisticamente significativas (P > 0,5) (Grdfica 23).

N° copias mtDNA

RERRRERN.

Mujeres

W Hombres

Grafica 23. Nimero de copias de mtDNA segiin el haplogrupo mitocondrial de los deportistas (n=57).

Al separar la poblacién analizada en H y noH (P=0,1 en hombres) yJy
noJ, se obtuvieron los siguientes resultados (Grdfica 24)

N° copias mtDNA N° copias mtDNA

Mujeres

W Hombres

65,
. Muieres ; .
™ Hombres g -

nodJ H noH

Grafica 24. Niumero de copias de mtDNA en el haplogrupo H vs noH y J vs. noJ. (n=57).

El nimero de copias de mtDNA observado en las pruebas
atléticas es el que se muestra en la Grdfica 25.

N° copias mtDNA

nl— - ﬁ
& L‘ . ’/ /, Mujeres

Velocnsta

/m Hombres

Fondo
Marcha

Grafica 25. Nimero de copias de mtDNA seg(in la prueba atlética practicada. (n=57).

Cuando se estudi6 el dano oxidativo mitocondrial en funcién
de los haplogrupos, (Grdfica 26) se aprecidé que existen
diferencias significativas en los siguientes casos:

En hombres: H vs ], (P=0,04).
En mujeres: H vs ] (P=0,04); HV vs J (P=0,03); I vs ] (0,04).

Estos resultados confirman el menor dafio oxidativo generado
por el haplogrupo J que nuestro grupo habia encontrado
previamente (> 84
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Dano oxidativo

Mujeres
" m Hombres

Grafica 26. Dafio oxidativo segiin el haplogrupo mitocondrial de los deportistas (n=57).

Cuando se agrup6 a los deportistas en funcién de si pertenecian
o no a los haplogrupos mitocondriales H o ], se encontrd que,
como se muestra en la Grdfica 27, tanto en hombres como
mujeres, el haplogrupo J muestra menor dafio oxidativo,
aunque soélo es significativo en mujeres (P=0,02).

N° copias mtDNA N° copias mtDNA
15, 15 g N 0 e
1 | - 1
0.5 0.5
P y Mujeres ’ Mujeres
0 * ﬁ~ 4 W Hombres 0 W Hombres
J no J H no H

Grafica 27. Dafio oxidativo en los haplogrupos mitocondriales H vs noH y J vs. noJ. (n=57).

Al analizar el dafio oxidativo en funcién del tipo de prueba
atlética, se obtuvieron los resultados expuestos en la Grdfica 28:
tanto en hombres como en mujeres, la Marcha es una disciplina
que induce menor dafio oxidativo. El hecho de que ademas

las mujeres presenten menor dafio que los hombres (aunque
sin diferencia significativa) en esta disciplina deportiva sugiere
una potencial contribucién de los estrégenos en el proceso de
bloqueo de los radicales libres.

PARTE Il Resultados / Efecto protector de la actividad antioxidante frente al dafio oxidativo 203
N° copias mtDNA
15 - ///-(. P /.// — o
1 sl/ e )
/’/.’ —
0.5%/ ] IS
r o /
0 _]‘if_/_u‘__ // Mujeres
.“ﬁ——_‘______
VEIOCISta FT)n ?0_“‘—%—,_____1_ /: Hombres

Marcha

Grafica 28. Distribucion del dafio oxidativo en funcion del tipo de prueba atlética (n=57).

Posteriormente se valor¢ si existia correlaciéon entre el dano
oxidativo y el niimero de copias, los resultados mostraron una
correlacién negativa, al limite (P=0,05), en mujeres pero no en
hombres (Grdfica 29). Lo que pone de manifiesto que los
radicales libres inducen dafo oxidativo, ademas de en proteinas
y lipidos, en el DNA, de forma que en la mitocondria, esto
induce una disminucién del numero de copias de mtDNA.

140
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Grafica 29. Correlacion entre dafio oxidativo y nimero de copias en deportistas femeninas (y= 91,4 — 18,38x; r’=0,207).
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- Andlisis de la enzima MnSOD

La enzima superédxido dismutasa mitocondrial (MnSOD) se
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une al anién superdxido, producto de oxidacién del sistema
OXPHOS, y lo convierte en peréxido de hidrégeno y oxigeno
diatémico.

Como ya se ha comentado en un paarrafo anterior, el
polimorfismo rs4880T/C de la secuencia codificante de la
MnSOD esta asociado con su actividad enzimatica. {Shimoda-
Matsubayashi, 1996 #336}. Por ello, se decidi6 analizar el
polimorfismo rs4880T/C del gen de la enzima superéxido
dismutasa mitocondrial dependiente de Mn?+ (MnSOD).

La frecuencia alélica encontrada que encontramos en
deportistas y controles fue la que se muestra en la Tabla
10. Realizado el anélisis de distribucién de frecuencias de
los genotipos y de las pruebas atléticas no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos de deportistas
analizados como se muestra en la Tabla 11.

Tabla 10. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs4880T/C de MnSOD en deportistas y controles.

ATLETAS CONTROLES
(57)* (78)*
Alelos

p=0.46 p=0.55 p
4=0.54 0=0.45

cc C, (p) 11 21

eT T (@ 30 44 02

1 16 13

Tabla 11. Distribucién de los genotipos del polimorfismo rs4880T/C de MnSOD en las diferentes pruebas atléticas.

HOMBRES MUJERES

VELOCISTA FONDO MARCHA P VELOCISTA FONDO MARCHA P

cC 2 4 1 1 3 0
0,87 0,7

no CC 12 17 3 3 9 2

m 6 5 1 1 3 0
0,47 0,7

no 1T 8 16 3 3 9 2

El andlisis del numero de copias de mtDNA y el dafio oxidativo en los
distintos genotipos tampoco mostré diferencias significativas como se
aprecia en las Tablas 12 y 13, respectivamente.

Tabla 12. Distribucion del nimero de copias de mtDNA en los diferentes genotipos
del polimorfismo rs4880T/C de MnSOD. (DS= desviacion estandar).

HOMBRES MUJERES
N MEDIA DS P N MEDIA DS P

cC 7 77,8 30,372 4 77,5 24,691
0,21 0,34

no CC 32 68,6 12,979 14 67,5 16,023

T 12 71,2 15,268 4 60,2 18,626
0,81 0,24

no 1T 27 69,8 18,259 14 72,4 17,487

Tabla 13. Distribucion del dafio oxidativo en los diferentes genotipos
del polimorfismo rs4880T/C de MnSOD. (DS= desviacion estandar).

HOMBRES MUJERES
N MEDIA DS P N MEDIA DS P

cC 7 0,986 0,196 4 1,035 0,206
0,4 0,48

no CC 32 1,129 0,438 14 1,221 0,49

m 12 0,969 0,333 4 1,117 0,591
0,17 0,76

no 1T 27 1,163 0,428 14 1,197 0,42

Al contrario que otros grupo y, posiblemente, por el pequeno
numero de muestras, en este trabajo no se observé diferencia
significativa en la frecuencia alé€lica de este polimorfismo entre
deportistas y controles, ni entre hombres y mujeres.

- Andlisis de la enzima Paraoxonasa 1

Puesto que diferentes autores ya habian demostrado la
importancia de algunas enzimas y compuestos antioxidantes
en la practica deportiva, nuestro grupo de investigacién
decidié abordar el efecto de las variantes genéticas de la
enzima Paraoxonasa 1 en la proteccién antioxidante del
deportista.
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La paraoxonasa 1 (PON1), como ya se comenté en otro
apartado, es una enzima con funciones arilesterasa y lactonasa,
sintetizada principalmente en el higado que se localiza en la
sangre unida a las HDL a través de la Apolipoproteina Al (Apo
A1). Su funcién fisiolégica es actuar como un antioxidante
(actividad arilesterasa) ya que degrada los ésteres de colesterol
oxidados.

El gen de la PON1 presenta dos polimorfismos en la regiéon
codificante ©.68:6);

1. PON1 Q192R, que determina la sustitucién del
aminoacido en posicién 192 Gln (Q) por Arg (R)
e induce la actividad arilesterasa

2. PON1 L55M, que determina la sustitucién del
aminoacido en posicién 55 Leu (L) por Met (M) y
modifica la expresién del gen

Ademads de en la regién codificante, distintos autores ©7:)
han publicado que algunos polimorfismos en las primeras
200 pb del promotor del gen PON1 (PON1-Pr) son
responsables de una diferente expresién del gen segun los
tejidos 9,

Las diferencias de expresion del gen de PON1, por tanto,
modificarian la concentracién de la enzima y podrian
determinar diferente capacidad antioxidante en el individuo.

- Polimorfismo PON1
En primer lugar se analiz6 la frecuencia alélica del
polimorfismo L55M en controles y deportistas y los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 14.

Se observd una acumulacién significativa de individuos con
genotipo LL en la poblacién de atletas. Teniendo en cuenta
que el genotipo LL determina mayor expresion de la enzima
PONT1 con actividad antioxidante, este resultado sugiere

que los atletas portadores de esta variante genética estan
mas protegidos frente al dano oxidativo generado durante la
practica deportiva.
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Tabla 14. Frecuencias alélicas de PON1

L55M

en atletas y controles.

ATLETAS CONTROLES P
(56)* (79)
Alelos
p=0.68 p=0.62
q=0.32 q=0.38
LL 30 22
L (Leu), (p)
LM 16 55 0,002 **
M (Met), (q)
MM 10 2

*Solo en 56 atletas pudieron determinarse los genotipos.

** LL vs. noLL

Cuando se analizé la distribucién de los genotipos en funcién
de las pruebas atléticas, no se observé ninguna diferencia
estadisticamente significativa.

Tabla 15. Distribucion de los distintos genotipos del polimorfismo PON1 ., por pruebas atléticas.

HOMBRES MUJERES
VELOCISTA FONDO MARCHA P VELOCISTA FONDO MARCHA P

LL 9 11 3 1 5 1
0,71 0,79

no LL 5 9 1 3 7 1

MM 1 1 1 2 0
0,39 0,74

no MM 13 15 3 3 10 2

Al analizar el nimero de copias de mtDNA en los diferentes
genotipos se observo como puede verse en la Tabla 16, un
significativo (P=0,02) mayor numero de copias en hombres
deportistas con genotipo LL, lo que apoyaria la mayor
proteccién de este genotipo frente al dafio oxidativo. En
mujeres, posiblemente, por el menor numero de individuos,
se observa la tendencia, pero no se alcanza la significacién
estadistica.

Tabla 16. Distribucion del nimero de copias de mtDNA en los distintos genotipos del polimorfismo PON1

(DS= desviacién estandar).

L55M*

HOMBRES MUJERES

N MEDIA DS P N MEDIA DS P

LL 23 75,2 18,757 7 74,3 18,518
0,02 04

no LL 15 62,1 11,529 11 66,8 17,837

MM 7 61,7 13,06 3 70,7 26,006
0,16 09

no MM 31 71,9 17,846 15 69,5 17,158
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Tahla 17. Distribucion del dafio oxidativo en los distintos genotipos del polimorfismo PON1

En cuanto al analisis del dafno oxidativo en funcién del genotipo
(Tabla 17), se observé un menor dafo oxidativo en mujeres
deportistas con genotipo LL, en coherencia con lo observado en
el apartado anterior respecto al nimero de copias de mtDNA.
Ademas el hecho de que se observe en mujeres, y no en
hombres, sugiere mayor proteccién de aquellas frente al dafio
oxidativo, posiblemente por efecto de los estrogenos como
protectores adicionales.

s (DS= desviacion estandar).

HOMBRES MUJERES
N MEDIA DS P N MEDIA DS P

LL 23 1,138 0,483 7 0,92 0,385
0,5 0,04

no LL 15 1,051 0,279 11 1,345 0,412

MM 7 1,03 0,399 3 1,447 0,262
0,6 0,27

no MM 31 1,12 0,42 15 1,126 0,46

Tabla 18. Frecuencias alélicas de PON1

- Polimorfismo PON1

Q192R

A continuacidn, se estudi6 la frecuencia alélica del
polimorfismo Q192R en controles y deportistas. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 18.

aigzg €N atletas y controles.

ATLETAS CONTROLES P
(56)* -79
Alelos
p=0.76; p=0.63;
q=0.24 q=0.37
aa Q (GIn), (p) 34 33
® R (Arg), () 18 ) 0,03+
RR 4 12

* Sélo en 56 atletas pudieron determinarse los genotipos.

** QQ vs. noQQ

Se observd una acumulacién significativa de individuos con
genotipo QQ en la poblacién de atletas. Teniendo en cuenta que
el genotipo QQ determina mayor actividad antioxidante de la
enzima PON1, este resultado sugiere que los atletas portadores
de esta variante genética estan mas protegidos frente al dano
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oxidativo generado durante la practica deportiva.
La distribucién de los genotipos en funciéon de las
pruebas atléticas (Tabla 19), no mostré ninguna diferencia
estadisticamente significativa.
Tabla 19. Distribucion de los distintos genotipos del polimorfismo PON1_ .. por pruebas atléticas.
HOMBRES MUJERES
VELOCISTA |  FONDO MARCHA P | VELOCISTA | FONDO MARCHA P
aa 6 16 2 3 6 1
0,18 0,67
no Q0 7 5 2 1 6 1
RR 1 3 0 0 0 0
0,64 *
no RR 12 18 4 4 12 2

*No pudo determinarse

Tabla 20. Distribucién del ndmero de copias de mtDNA en los distintos genotipos del polimorfismo PON1
(DS= desviacién estandar).

Tanto en numero de copias de mtDNA, como en dafio oxidativo,
las diferencias encontradas en los distintos genotipos no fueron
significativas estadisticamente. (Tablas 20 y 21).

QI92R"

HOMBRES MUJERES
N MEDIA DS P N MEDIA DS
aa 24 71 19,689 10 67,2 17,731
0,62 0,52
no 00 14 68,1 12,682 8 72,9 18,917
RR 4 72 2,828 0
0,8
no RR 34 69,7 18,29 18 70,1 18,324
Tabla 21. Distribucion del dafio oxidativo en los distintos genotipos del polimorfismo PON1 . .. (DS= desviacién estandar).
HOMBRES MUJERES
N MEDIA DS P N MEDIA DS P
aa 24 1,101 0,44 10 1,288 0,397
09 0,25
no QQ 14 1,109 0,376 8 1,044 0,49
RR 4 1,099 0,432 0
0,8
no RR 34 1,148 0,209 18 1,179 0,445
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- Polimorfismo (T108C) y G162A del promotor de PON1 Tabla 24. Distribucion del ntimero de copias de mtDNA del polimorfismo TI08C del promotor de PONL. (DS= desviacion estandar).

HOMBRES MUJERES
Se analizé también el polimorfismo T108C del promotor del gen
de la enzima PONT1. La distribucién de las frecuencias alélicas N MEDIA bs i N MEDIA bs P
encontradas se resumen en la Tabla 22. cc 8 749 19,4 04 6 753 20,05 036
o €€ 30 69,3 169 12 66,9 17,01
Tabla 22. Frecuencias alélicas del polimorfismo T108C del promotor de PON1. T 14 67 17,1 4 70,2 18,8
ATLETAS CONTROLES 5 no TT 24 72,4 17,6 0% I 69,6 184 0%
(56)* -79
T-108C Alelos
p=0.46; p=0.34; En coherencia con lo encontrado en apartados anteriores, se
=054 4-066 observé un menor dano oxidativo en las mujeres deportistas
ce € ) 14 5 con el genotipo CC (Tabla 25). Esta observacién podria ser el
er L 24 a4 0,002** resultado del efecto del genotipo mas la accién antioxidante de
m 18 30 los estrogenos.

* S6lo en 56 atletas pudieron determinarse los genotipos.

** CC vs. noCC

Como se observa en la tabla anterior, el genotipo CC esta HOMBRES MUJERES
notablemente incrementado en atletas. Teniendo en cuenta

que CC aumenta x1,9 la expresién de la enzima PON1 ©9, estos N MEDIA - i N MEDIA - i
resultados refuerza lo ya encontrado en los polimorfismos de ce 8 1,07 019 | s -2 0,847 0,36 002
la regidon codificante: en deportistas se concentran los genotipos o CC 30 1,111 045 12 1,346 039

que determinan mayor actividad antioxidante y expresién de la m 14 1,048 0,53 05389 1,537 0,29 006
PONL. no TT 24 1,135 0,33 ’ 14 1,077 0,43 ’

Al analizar la distribucién del genotipo segin las pruebas
atléticas que desarrollan los deportistas, como vemos en

la Tabla 23, no se apreciaron diferencias estadisticamente

significativas.

Tabla 23. Distribucién del polimorfismo T108C del promotor de PON1 en funcion de las pruebas atléticas.

del genotipo, tampoco se encontraron diferencias significativas
(Tabla 24).

Tabla 25. Distribucidn del dafio oxidativo en el genotipo T108C del Pr-PON1. (DS= desviacion estandar).

- Polimorfismo (G162A) del promotor de PON1

Se estudi6 el polimorfismo G162A del promotor del gen de
la enzima PONT1. La distribucién de las frecuencias alélicas
encontradas en la poblacién control y en los deportistas se
resumen en la Tabla 26.

HOMBRES MUJERES
Tabla 26. Frecuencias alélicas del polimorfismo G162A del promotor de PON1.
VELOCISTA |  FONDO MARCHA P | VELOCISTA | FONDO MARCHA P ATLETAS CONTROLES .
(55)* -79
te 3 3 2 03 ! 4 ! 08 A-162G Alelos
no CC 11 17 2 3 8 1 p=0.15; p=0.24;
q=0.85 q=0.76
m 4 8 2 1 3 0
0,7 0,7 AR A (p) 0 1
no 1T 10 12 2 3 9 2 6 @
AG 9 17 24 0,9**
: . : 2 66 38 54
En el estudio del namero de copias del mtDNA en funcién

*S6lo en 55 atletas pudieron determinarse los genotipos.

** GG vs. noGG
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En ninguno de los andlisis realizados, distribucién por pruebas
atléticas, numero de copias de mtDNA o dano oxidativo, en
relaciéon a este genotipo, se encontraron diferencias

significativas estadisticamente, como se muestran en las Tablas
27,28y 29. Por lo que se concluye que este polimorfismo
parece no influir en la préctica deportiva.

Tahla 27. Distribucion del polimorfismo G162A del promotor de PON1 en funcion de las pruebas atléticas.
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HOMBRES MUJERES
VELOCISTA FONDO MARCHA P VELOCISTA FONDO MARCHA P
GG 8 17 3 2 8 0
0,31 0,21
no GG 5 3 1 2 4 2
Tabla 28. Distribucién del nimero de copias de mtDNA del polimorfismo G162A del promotor de PONI1.
(ND: No determinado por ausencia de individuos AA). (DS= desviacion estandar).
HOMBRES MUJERES
N MEDIA DS P N MEDIA DS P
GG 28 68,3 15,8 10 69,9 16,8
0,36 0,96
no GG 9 74,4 21,2 8 69,5 20,4
AA 0 0
ND ND
no AA 37 71,3 18,5 18 69,7 18,6
Tabla 29. Distribucidn del dafio oxidativo del polimorfismo G162A del promotor de PON1. (DS= desviacidn estandar).
HOMBRES MUJERES
N MEDIA DS P N MEDIA DS P
GG 28 1,113 0,468 10 1,265 0,39
0,7 08
no GG 9 1,048 0,191 8 1,073 0,5
AA 0
ND ND
no AA 37 1,0805 0,3295 18 1,169 0,445

* No determinado por ausencia de individuos AA.

4. DISCUSION

En el presente capitulo, que recopila los trabajos realizados por nuestro
grupo en el campo de la variabilidad genética mitocondrial y el ejercicio
fisico durante los tltimos 10 afos, se ha confirmado que los haplogrupos
mitocondriales, al igual que las variantes de PON1, pero no las de MnSOD,
deben ser tenidos en cuenta en el mundo de la practica deportiva.

Cuando se inici6 este trabajo se partia de la hipétesis de que los diferentes
haplogrupos mitocondriales podian presentar diferente fenotipo externo,
es decir, diferencias en el rendimiento energético, produccién de radicales
libres y calor ya que algunas variantes mitocondriales parecian asociarse
con diferente eficiencia de la cadena respiratoria #>°V. Esta idea, que

era nuestro punto de partida, se reforzé cuando aparecieron varias
publicaciones que proponian similar hipdtesis (08990,

Los resultados que nosotros hemos obtenido en estos anos,
demuestran que los haplogrupos H y el ] presentan una diferencia
significativa en el consumo maximo de oxigeno (mayor y menor
respectivamente) en individuos que, sin ser deportistas, practican
ejercicio de mantenimiento >%% lo que sugiere un diferente fenotipo
energético de las variantes genéticas mitocondriales. Sin embargo,
también se observd que en deportistas de alto nivel, la diferencia
observada previamente entre ambos haplogrupos desaparecia .
;Coémo interpretar estos resultados?

La capacidad de los seres humanos y animales para adaptarse al ejercicio
se ha demostrado en repetidas ocasiones. Los estimulos fisiolégicos,

en funcién de su duracién, son capaces de inducir diferentes efectos:
respuestas al ejercicio agudo (alteraciones sistémicas que se producen
durante una sola sesién de ejercicio) y las adaptaciones (cambios en las
células, 6rganos o sistemas que persisten después o como consecuencia
del entrenamiento fisico constante).

Algunas de estas adaptaciones tienen que ver con cambios estructurales
en el musculo esquelético ¥9; otras, sin embargo, se relacionan con
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el consumo de oxigeno, parametro de gran interés en el rendimiento
deportivo. Los resultados que resumimos en este trabajo, sugleren

que, a pesar de la influencia demostrada de las variantes genéticas
mitocondriales en el VO, max ©¢7>#), el entrenamiento del individuo,

en particular el aerdbico, induce adaptaciones que tienden a igualar el
consumo de oxigeno en los haplogrupos ). Desde nuestro punto de vista
esta es una de las observaciones més interesantes del presente trabajo
que deberia ser tenida en cuenta por los entrenadores en el momento de
disenar el entrenamiento individual de los deportistas.

Ademas de las adaptaciones citadas anteriormente durante la practica
deportiva intensa, también se ha determinado un incremento de la
produccion de radicales libres ©*%9 y, por tanto, cabe esperar, un mayor
dano oxidativo. Estas observaciones fueron confirmadas por nuestro grupo
cuando se hizo un estudio de la dosis genémica mitocondrial” en musculo.
Seguin nuestro trabajo, el dano oxidativo correlaciona directamente con

la intensidad, duracién y condiciones estresantes de la practica deportiva,
requiriendo la recuperacién en estos casos, mas de 48 horas, segiin se
desprende de nuestros resultados ©°.

Que el consumo de oxigeno y los radicales libres aumentaran
paralelamente, como se muestra en el apartado Resultados, nos llevé a
proponer una explicacién molecular que se recoge en V°. La justificacién
que se propone en ese articulo (Figura 19 de este capitulo) es que el
consumo de oxigeno depende de dos procesos moleculares: la produccién
de ATP y la generacion de ROS. La mayor eficiencia en la cadena
respiratoria determina mas produccion de ATP, pero también mas ROS.
Como estas moléculas consumen 4 veces mas oxigeno que la sintesis de
ATP, podemos decir que los haplogrupos mas eficientes en la produccién
de energia, como el H, también generan mas dano oxidativo por lo que se
adaptaran mejor a pruebas de corta duracién puesto que tienen la ventaja
de producir més energia. El mayor dafio oxidativo generado durante ellas
alargard el tiempo de recuperacién, por tanto, el deportista dependera
mas de su sistema antioxidante. Apoyando esta hipdtesis nuestro estudio
mostrd una selecciéon positiva del haplogrupo H en los deportistas de
velocidad (100 y 400 m).

>Dosis genémica= cantidad de mtDNA/célula que guarda una relacién inversa
con el dafio oxidativo que sufre la célula.
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Sin embargo, en pruebas largas, los individuos H, a pesar de la mayor
produccién de ATP, tendrian la desventaja de generar mucho dafo oxidativo
que induciria efectos negativos en el deportista ya durante la prueba, al

ser esta de mayor duracién, por lo que este haplogrupo seria seleccionado
negativamente. En este caso, también nuestros resultados apoyan la
hipotesis de partida, ya que, en pruebas aerdbicas, los individuos H
mostraron una frecuencia menor que en la poblacién normal.

Teniendo presente, por tanto, la importancia del dafio oxidativo en la
practica deportiva y los estudios previos realizados en varias enzimas
antioxidantes, nuestro grupo decidi6 abordar la determinacién de

las variantes genéticas de varias enzimas antioxidantes: MnSOD (de
origen mitocondrial) y la PON1, esta ultima asociada a una importante
actividad antioxidante, ya demostrada en el campo de los enfermedades
cardiovasculares. Los resultados no mostraron diferencias en MnSOD, pero
si en PON1, confirmando la importancia del sistema antioxidante durante
la actividad fisica: las variantes que determinaban mayor cantidad de
enzima y de actividad antioxidante se acumulaban en deportistas.

En resumen, nuestro grupo considera que la seleccién positiva o negativa
de los haplogrupos para las diferentes actividades deportivas es méas
dependiente de la ratio entre el ATP y los radicales libres (y, por tanto,

del dafio oxidativo consecuente) que de la cantidad de ATP producido.
Desde nuestro punto de vista, el sistema antioxidante del individuo, al
contrarrestar el dafio oxidativo generado durante la practica deportiva

o durante la recuperacién posterior, se vislumbra como un factor que,
ademas de los haplogrupos, debera ser muy tenido en cuenta en el campo
de la investigacion deportiva y en su aplicacién més directa, la seleccién y
entrenamiento de los deportistas.
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5. CONCLUSIONES

Respecto a la caracterizacidén antropométrica
fisiolégica de la poblacidn de deportistas

Este trabajo confirma muchas observaciones ya publicadas por otros
autores sobradamente cualificados en el campo de la investigacién
fisiolégica deportiva.

Se hace un pequeno resumen de ellas que puede servir como recordatorio.

- La velocidad maxima alcanzada por las mujeres deportistas es
menor que la de los hombres.

- La frecuencia cardiaca en el umbral aerébico y anaerébico
en hombres, pero no en mujeres, difiere significativamente en
funcién de la disciplina deportiva practicada.

- El tiempo que los deportistas mantienen la velocidad maxima
es independiente del sexo, pero se observan diferencias muy
significativas segun la disciplina deportiva practicada.

- Hombres y mujeres difieren notablemente en su consumo
de oxigeno, lo que podria deberse, entre otros factores, a la
mayor masa muscular y ventilacién pulmonar de presentan los
varones.

- El mayor consumo de oxigeno en los deportistas se alcanza
en las pruebas que combinan la necesidad de mantener mayor
velocidad durante un tiempo prolongado (1500 m, 3000 m
obstaculos, 5000 m).

- El cociente respiratorio en hombres y mujeres es >0,8 1o que
indica que, tanto en pruebas aerébicas como anaerébicas,
hay una parte importante de la energia suministrada por el
metabolismo anaerdbico (glucdlisis).
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- La ventilacién pulmonar difiere significativamente entre ambos

sexos, pero no segun la disciplina deportiva practicada.

- El consumo de oxigeno en el umbral aerébico y anaerébico no

difiere entre hombres y mujeres, ni entre disciplinas deportivas
practicadas.

- La frecuencia cardiaca en hombres, segtin la disciplina

deportiva practicada, mostré una gran diferencia significativa,
sobre todo, entre las pruebas de fondo y marcha.

- La frecuencia cardiaca en VT1 y VT2 difiere notablemente

segun la disciplina deportiva practicada en hombres, pero no en
mujeres.

Respecto a la genética y gendmica mitocondrial

- En los deportistas anaerdbicos se acumula el haplogrupo

H (62%), mientras que en los aerdbicos este haplogrupo esta
disminuido (32%) respecto a la poblacién espafiola (45%).

- No se observaron diferencias significativas entre la poblacién

espanola y los deportistas en su conjunto.

- Todos los atletas con haplogrupo L? , subhaplogrupo L3

practican carreras de fondo, en cambio, el tinico deportista con
genotipo noL3 es un velocista.

- Las mujeres que practican pruebas de fondo, pertenecen

mayoritariamente a los haplogrupos noH (11/12 = 92%)
mientras que en la poblacién espafola estos haplogrupos
representan en torno al 55%.

- El haplogrupo H mostr¢ significativamente mayor VO, max que el ].

- Se observan diferencias significativas en el cociente respiratorio

entre haplogrupos, sobre todo, entre H y J con el resto.

>Este haplogrupo es de origen africano. En torno al 1-2% de la poblacién espafiola es
portadora de esta variante genética.
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- El haplogrupo ] muestra menor datio oxidativo que el resto

de haplogrupos, en particular el H, tanto en hombres como en
mujeres.

- La Marcha es la disciplina deportiva que induce menor dafio

oxidativo. El hecho de que ademas las mujeres presenten
menor dafo que los hombres en esta prueba (aunque sin
diferencia significativa) sugiere una potencial contribucién de
los estrogenos en el proceso de bloqueo de los radicales libres
inductores del dano oxidativo.

- En las mujeres deportistas, pero no en los hombres, se observé

un correlacién negativa al limite entre el dafio oxidativo y el n°
de copias de mtDNA.

Respecto a la genética nuclear

- Seglin nuestros resultados, el polimorfismo rs4880 de la enzima

mitocondrial superéxido dismutasa dependiente de Mn2+
(MnSOD) parece no influir en los pardmetros determinantes del
rendimiento deportivo.

- Las variantes genéticas de PON1 y su promotor que determinan

mayor cantidad de enzima y mayor actividad enzimatica se
acumulan significativamente en deportistas comparados con la
poblaciéon espanola.
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6. APLICACIONES

Los resultados de este trabajo pueden contribuir a la seleccién-
orientacién de deportistas para determinadas pruebas deportivas, en
funcién de su fondo genético mitocondrial y del genotipo de algunas
enzimas antioxidantes, en particular de PON1.

Conocer el fondo genético de los deportistas y su potencial capacidad
de producir dafo oxidativo, podria servir para adecuar los tiempos de
entrenamiento, recuperacion, dieta etc, a sus condiciones particulares.
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/. SUGERENCIAS

- Hacer determinacién rutinaria del genotipo mitocondrial y de otros
genes nucleares relevantes (en particular los genotipos del promotor
y de la regiéon codificante de PON1) a los deportistas para que, con un
entrenamiento personalizado, se consiga el maximo rendimiento con el
minimo dano oxidativo en la practica deportiva.

- Localizar potenciales talentos deportivos para determinadas pruebas,
como individuos con el haplogrupo L3 para carreras de fondo o H para

velocidad.

- Recomendar dieta rica en sustancias antioxidantes a los deportistas.
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ANEXO I
MATERIALES

Contenido extractado del apartado de Material y Métodos de las tesis
de la Dra. Ana Marcuello Lépez y de la Dra. Diana Martinez Redondo.

Medidas antropométricas

Para el peso, una béascula con una fiabilidad de + 100 g de la marca SECA,
Hamburg, Germany. Para la altura un tallimetro marca Atlantida. La
medida de los pliegues cutaneos se realiz6 con un plicometro Holtain.
Un paquimetro GPM para la medida de los didmetros de fémur, himero y
biestiloide y una cinta antropométrica Silverflex 385 para los perimetros
de brazo y pierna.

Determinacién de los parametros mecanicos de esfuerzo.

Los ergébmetros utilizados para las pruebas del esfuerzo fueron una
bicicleta ergométrica Monark Ergomedic 828E y un tapiz rodante de la
marca Jaeger-HP Cosmos, modelo LE-600 C que permite controlar la
velocidad, el porcentaje de la pendiente y la potencia desarrollada.

Determinacién de los parametros ergoespiromeétricos maximos y
submaximos.

La ventilacién pulmonar y el intercambio de los gases respiratorios

en ejercicio fueron medidos con un analizador de gases respiratorios
marca Jaeger, modelo Oxycon Pro, con un sistema de medida respiracién
a respiracién y con un medidor de volumen espiratorio bidireccional
triple-Ve.

Determinacién de los pardmetros cardiovasculares

Durante la prueba de esfuerzo se realizé una monitorizacién
electrocardiografica de 12 derivaciones con un equipo Marquette
Electronics modelo Case 8000.
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Extraccién de la sangre de los deportistas objeto del estudio.

La extraccién de los 3 ml de sangre necesarios para la obtencién de DNA se
realizd por personal sanitario cualificado, mediante vacutainer con Etilen-
diamino-tetra-acético (EDTA) para evitar la coagulacién de las muestras.

Extraccién y cuantificacién del DNA

El agua utilizada se purificd por ésmosis inversa en el sistema de
desionizacién de agua Milli-Ro4 de Millipore. El hielo se obtuvo en una
méaquina Iberna y fue triturado en una picadora Sartorius.

La esterilizacién de las soluciones y material de plastico se llevé a cabo
en un autoclave marca Selecta (modelo 437-G) a 1 atm. durante 20 min. El
material de vidrio se esterilizé en una estufa Selecta a 140°C durante 6h.
y las sustancias termoléabiles, por filtracién con filtros Millipore GS de 0,22
pm de Nalgene.

Las balanzas electrénicas utilizadas eran de las marca Sartorius (modelos
28.42, 1265 MP y AND modelo ER 120 A) y las medidas de pH se realizaron
en un pHmetro digital Crison micropH 2000 con electrodo combinado.

Las centrifugaciones de volimenes grandes se realizaron en una
centrifuga refrigerada Kontron (modelo Centrikon H-401 con rotor fijo

A 8.24.); mientras que para los pequenos volumenes se utilizd una
microcentrifuga Micro Centaur MSE de Sanyo.

El agitador magnético y el vértex utilizados eran de las marcas P Selecta
Agimatic-S y Heidolph REAX 2000.

Las medidas de pH se llevaron a cabo en un pH-metro digital Crison Digit
501, con electrodo estandar.

Se utilizé un concentrador a vacio de la casa Eppendorf modelo 5301, para
la preparacién de muestras de DNA.

La cuantificacién del DNA total se realizé con un Nano-Drop ND-1000
Spectrophotometer.

Para el almacenamiento de soluciones, medios, reactivos y muestras
biolégicas se utilizaron un frigorifico congelador Corberd (modelo FC 360
E); un arcén congelador (-20°C) marca Veredeca; y un ultracongelador
(-70°C) de la marca Koxka.
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Anilisis genético mitocondrial v nuclear

Las reacciones de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y
secuenciaciéon tuvieron lugar en un termociclador Biometra Trio
Thermoblock.

La purificacién del DNA, cuando era necesaria, se realizé con el kit
GenElute PCR Clean-up kit (SIGMA).

Las reacciones de PCR a tiempo real se realizaron en el aparato StepOne
Real-Time PCR System de Applied Biosystems (Foster City, CA, USA).

Las electroforesis submarinas horizontales se desarrollaron en soportes
GNA-100 y GNA-200 de Pharmacia, siendo la fuente de alimentacién el
modelo de Bio Rad, Power PAC 300.

Las incubaciones con enzimas de restriccién a 37°C, 55°C y 45°C de
productos de PCR se realizaron en un termoblock marca P-Selecta (modelo
Multiplaces) capaz de alcanzar temperaturas de 10 a 205°C.

La agarosa para la formacién de los geles de electroforesis se fundié
utilizando un horno microondas Solac.

La visualizacién y fotografia de dcidos nucléicos en geles de agarosa fue
realizada con un Bio-Rad Gel-Doc 1000 camera con el software Molecular
Analyst version 1.5.

La expedicién de pequetios volumenes se realizdé haciendo uso de
micropipetas automaticas graduables marca Gilson, modelos P10 (10pl);
P20 (20ml); P200 (200pl); v P1.000 (1 ml). Las preparaciones de las mezclas
de reaccién para PCR se realizaron con una pipeta diferente, Gilson P10 de
0,5 a 10 pl, para evitar contaminaciones por manipulacién incorrecta.

Analisis de los complejos de la cadena respiratoria

Las electroforesis verticales se llevaron a cabo con sistemas Mini Protean
II Xi Cell de Bio-rad, para proteinas.

El flujo de las disoluciones para hacer los geles de gradiente del Blue
Native se regulé mediante bombas peristalticas de Gilson, modelo
Minipuls 3.
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Las lecturas espectrofotométricas y las medidas de las actividades
enzimaticas espectrofotométricamente, se realizaron en un
espectrofotémetro UV-Visible UV 500 de Unicam, termostatizado
mediante sistema Peltier también de Unicam y el registro de datos y
manipulacién de los mismos, se realizé en el software Vision 32, versién
1.05 de Unicam.

Para la transferencia del DNA total a la membrana de nylon fue utilizado
un aparato de Slot-Blot modelo Minofold II SRC 072/0 de la casa comercial
Schleider y Schuell.

Para la fijacién de los 4cidos nucleicos a las membranas se utilizé un UV
crosslinker Hoefe, modelo UVC 500.

El trabajo con isétopos se llevo a cabo en un laboratorio especial, equipado
con pantallas de metacrilato de 2 cm de espesor y con un contador de
radiactividad tipo Geiger, marca Technical Associates, modelo PUG-1.

Las hibridaciones de los 4cidos nucleicos con sondas radiactivas, se
realizaron en un horno de hibridacién Hybaid con rueda giratoria, en
tubos del propio aparato, modelos HB-OV-BS y HB-OV-BL.

La exposicién autorradiografica de geles con acidos nucleicos y
proteinas radiactivas se efectud en casetes herméticas, y con pantallas
amplificadoras cuando fueron necesarias, marca Dupont.

Los analisis densitométricos se llevaron a cabo en un densitémetro laser
LKB, modelo UtraScan XL. Los datos se recogieron y evaluaron en un PC
con software GelScan XL versién 2.0.
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ANEXO I
METODOS

Contenido extractado del apartado de Material y Métodos de las tesis
de la Dra. Ana Marcuello Lépez y de la Dra. Diana Martinez Redondo.

Extraccién de DNA con Fenol v cuantificacién del DNA

La extraccién del DNA se realiz6 a partir de muestras de sangre y de
biopsias de musculo siguiendo los siguientes protocolos:

- A partir de muestras de sangre:

La muestra de sangre recogida en tubos con EDTA, se transvaso
a tubos estériles de 50 ml. Se le afiadi6 tampdn de lisis de
hematies (Tris-HCl 2 M pH: 7,5, MgCl2 1 M) y se centrifugé a
4°C y 3500 r.p.m. durante 15 min. Este paso se repitié hasta que
el sedimento, compuesto principalmente por leucocitos, quedd
blanquecino.

El sedimento se tratd con tampoén de lisis (NaCl 5 M, EDTA 0,25
M, Tris-HCI 2 M), SDS hasta una concentracién final de 0,4% y

proteinasa K (2 mg/ml). La mezcla se incub¢ a 37°C durante al
menos 12 horas.

- A partir de biopsias de musculo congeladas:

La biopsia muscular congelada (» 100 mg) fue pulverizada

en un mortero de porcelana con N2 liquido, en la camara fria,
para evitar que durante este proceso se descongelara la biopsia.
El polvo obtenido se transfirié a un tubo eppendorf donde se
resuspendi6 en 0,5 ml del tampdn 1xRSB (10 mM TRIS-HCI pH =
7,4, 10 mM NacCl, 25 mM EDTA). Las células se lisaron mediante
la adicién de SDS hasta una concentracion final del 1%. Se
anadié proteinasa K (40 pg/ml tampoén 1xRBS) y se incub¢ a
50°C durante 3 horas.
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Posteriormente, para la extraccién de los acidos nucléicos se
anadi¢ acetato amonico 7,5 M hasta una concentraciéon final

de 2 M, para facilitar la precipitacién del DNA y 1,5 volimenes
de fenol - IAC. Se agité y centrifugd a 20°C y 1.000 g durante 5
min. Se recogio la fase acuosa en la que permanecia el DNA, se
transfirié a un nuevo tubo y se procedié afiadiendo nuevamente
1,5 volimenes de fenol — IAC. A esta nueva fase acuosa, se le
anadieron 1,5 volumenes de una mezcla Cloroformo — Alcohol
Isoamilico (24:1), se agité y centrifugd a 20°C y 1.000 g durante 5
min, para separar nuevamente las fases.

Ala fase acuosa recogida en este ultimo paso se le anladieron
dos volumenes de etanol frio para precipitar los &cidos
nucleicos y se dejaron durante 2 h a -80°C, posteriormente se
centrifugaron 30 min a 20.000 g se elimin¢ el etanol y se secé
en el concentrador a vacio. Por Gltimo, el DNA fue resuspendido
en 500 ml de Tris — EDTA (TE).

La cuantificacién se realizd por espectrofotometria aplicando
ley de Lambert-Beer segun la cual la absorbancia es
proporcional a la concentracién segun la siguiente ecuacién
(A=C-e-]) donde: A= absorbancia; C= concentracién; e=
coeficiente de extincién molar caracteristico del DNA y 1=
anchura de la cubeta del espectro (1 cm).

Analisis genético mitocondrial:
Determinacién de Haplogrupos vy Subhaplogrupos

La determinacién de Haplogrupos y Subhaplogrupos mitocondriales se
realiz6 a partir de DNA total mediante las siguientes técnicas:

- RFLPs

La estrategia utilizada para determinar los haplogrupos
caucasicos consiste en la amplificacién por la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) de varios fragmentos del genoma
mitocondrial y posterior corte del fragmento amplificado

con las enzimas de restriccién correspondientes. El protocolo
jerarquizado sigue el esquema que se adjunta y es el resultado
de la sintesis de los trabajos publicados en MITOMAP (http://
www.mitomap.org/MITOMAP) por reconocidos especialistas del
mundo en la materia. (Ver Esquema 1).
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Esquema 1. Resumen de la estrategia de haplogrupaje utilizada: los simbolos + y — representan la presencia o0 ausencia,
respectivamente, de los puntos de corte para las enzimas de restriccion que se citan en los polimorfismos marcados.

- Secuenciacién de la region hipervariable I (HVI) del mtDNA

Todas las reacciones de amplificacién previas a la secuenciacién
se llevaron a cabo en las mismas concentraciones finales de
reactivos que para los estudios de PCR/RFLPs. Los productos de
PCR que se mandaron a secuenciar, se purificaron siguiendo las
instrucciones del kit GenElute PCR Clean-up kit (SIGMA). Para
comprobar la eficiencia del proceso y estimar la concentracién
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del fragmento, se cargd una alicuota del eluido final en un gel de
agarosa al 2% con Bromuro de Etidio a 0,5 pg/ml de
concentracién y se compar¢ la intensidad de la banda del
fragmento purificado, con el marcador “Low DNA MassTM
Ladder” (Invitrogen).

La secuenciacién del fragmento de la HVI del mtDNA

se realizé como anteriormente se ha descrito. Con ese

objetivo se amplifico el fragmento del genoma que va

desde la posicién 15977 hasta la 16450. Se emplearon los
siguientes cebadores: 5’-CCACCATTAGCACCCAAAGC-3’ y
5’-CGAGGAGAGTAGCACTCTTG-3'. El programa de amplificacién
utilizado fue: [95°C 607, (95°C 457, 62°C 45", 72°C 2’) x 35 ciclos,
72°C 5.

El servicio de secuenciacién utilizado fue SECUGEN S.L. del
Centro de Investigaciones Biolégicas de Madrid. Se enviaron
aproximadamente 100 ng de producto de PCR purificado.

Una vez obtenida la secuencia de cada individuo se comparé con
la secuencia de referencia correspondiente del mtDNA humano
(Secuencia de referencia de Cambridge) mediante el software
FinchTV 1.4.0, Geospiza Inc. 2004-2006.

Para determinar las distintas mutaciones y caracterizar los
haplogrupos correspondientes se utilizé la informacién publicada
en http://www.stats.gla.ac.uk/~vincent/founder2000/index.html.

- PCR en tiempo real

Es una técnica que emplea, del mismo modo que la PCR
convencional, un molde de DNA, al menos un par de cebadores
especificos, dNTPs, un tampén de reaccién adecuado, y una DNA
polimerasa termoestable. Las condiciones de PCR (tiempos y T?
dependen de cada polimorfismo estudiado). A dicha mezcla se
le adiciona una sustancia marcada con un fluoréforo que, en un
termociclador que albergue sensores para medir fluorescencia,
tras excitar el fluoréforo a la longitud de onda apropiada,
permite medir la tasa de generacién de uno o mas productos
especificos. Dicha medicién, se realiza después de cada ciclo de
amplificacién y es por esto que se le denomina PCR en tiempo
real. Puede utilizarse para hacer diversas determinaciones

PARTE Il Material y métodos / ANEXO Il 243

genéticas, como en este apartado, o gendémicas, como en los
apartados posteriores.

En el caso de determinacién genética cada uno de los dos alelos
correspondientes a un polimorfismo mitocondrial (ver estrategia
de haplogrupaje anterior) fue marcado con un colorante
fluorescente distinto: VIC para el alelo 1y FAM para el alelo 2. El
marcaje lo realizd Applied Biosystems, Foster City, CA, USA, para
cada uno de los polimorfismos estudiados por este método. Por
ello la identificacién por fluorescencia de los genotipos resultaba
muy evidente: rojo (homocigético para alelo 1), azul
(homocigbtico para alelo 2) y verde para el genotipo
heterocigético (ver Figura 1).

Figura 1. Esquema de PCR en tiempo real.
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Determinacidén del Dano oxidativo mitocondrial
por PCR a tiempo real en sangre

El fundamento del método estd basado en el hecho conocido de que

un nucleotido o regién dafiada en el DNA impide el progreso de la DNA
polimerasa durante el proceso de alargamiento, dando lugar a una
disminucién en la formacién del producto de PCR. Mediante el uso

de PCR en tiempo real se puede determinar este dafio que impide la
amplificacién, estimando cuantitativamente dos fragmentos de diferente
tamano localizados en la misma secuencia del DNA; cuanto mayor sea
el dafio mayor sera el efecto de disminucién de la amplificacién en el
fragmento mayor (FL) respecto del menor (FC).

Figura 2. Esquema de la determinacion de dafio oxidativo por PCR en tiempo real.
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Teniendo en cuenta que se realiza la amplificacién de dos fragmentos
ubicados en la misma secuencia se escogié la técnica de SYBR Green
(un intercalante de DNA) (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), por

lo que la reaccién de amplificacién del FC y el FL tiene lugar en pocillos
diferentes. En cada placa se prepara la recta estandar para el fragmento
corto con sus blancos y muestras y la recta estandar del fragmento largo
con sus blancos y muestras.

Para seleccionar la regiéon de amplificacién se penséd en una regién del
mtDNA con mayor variabilidad genética, por lo que se optd por la regién
D310 de la zona de la hipervariable II que contiene un poliC, para obtener
dos fragmentos, uno corto de 80pb y otro largo de 162pb. Los cebadores
utilizados fueron:

HVII_260-F (24pb)5’-GCCACTTTCCACACAGACATCATA-3’
HVII_339-R (21pb)5-TGTTTAAGTGCTGTGGCCAGA-3’
HVII_421-R (24pb)5’-AGTGCATACCGCCAAAAGATAAAA-3’

Las condiciones de amplificacién utilizadas para la reaccién fueron: 2min-
50°C, 10min-95°C, [15s-95°C,1min-60°C]x 40ciclos, 20min-desde 60°C hasta
95°C (para realizar la curva de disociacién).

Para la determinacién del dafio oxidativo se cuantifico el n° de copias
amplificadas en las dos reacciones de amplificacién (FC y FL) utilizando el
método absoluto. Para ello se utilizé una curva estandar de n° de copias
de DNA conocido. Se realiz6 una unica curva estandar por tratarse ambas
amplificaciones del mismo fragmento. El fragmento utilizado para la
curva estandar fue de 870 pb desde la posicién 16346 hasta la 645 del
mtDNA, para ello se utilizaron los cebadores:

HmtL16365 (20pb)5’-GTCAAATCCCTTCTCGTCCC-3’
HmtH626 (20pb)5’-TTTATGGGGTGATGTGAGCC-3'

Se procedié a su purificacién, cuantificacién y calculo de n° de
copias al igual que para la cuantificacién del n° de copias de mtDNA
previamente descrito.

Una vez obtenido el n° de copias de DNA se preparé la curva estandar, en
la que el primer punto contenia entorno a 107 n° de copias del fragmento
mitocondrial, y 1,3 veces méas de DNA total de rata que del fragmento de
mtDNA para asemejar en mayor medida la complejidad del DNA total
extraido de las muestras a analizar. Se opté por DNA total de rata por no
interferir en la amplificacién de los fragmentos de la curva estandar.
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Figura 3. Representacion gréfica de la curva estdndar para el FC. Recta logaritmica (con una pendiente=-3,61 y R2=0,997) y
resultado de la reaccion de amplificacion de sus puntos y de los tubos sin DNA (Blancos) por duplicado.
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La curva estandar se analiz para asegurar que los cebadores y los
fragmentos amplificados utilizados eran cuantitativos. Y como se

observa en las siguientes figuras 3 y 4 asi es, ya que se obtiene una curva

de calibrado con una pendiente entrono al 90% de eficiencia y con un
coeficiente de regresion >0,99.
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Figura 4. Representacion gréfica de la curva estandar para el FL. Recta logaritmica (con una pen-diente =-3,61y R2=0,994) y
resultado de la reaccion de amplificacion de sus puntos y de los NTCs por duplicado.
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Ademas, al utilizar como fluoréforo SYBR Green (intercalante del DNA),

fue necesario tener en cuenta la curva de disociacién de los fragmentos
amplificados en cada muestra para asegurar que el fragmento amplificado es
el deseado. En ambos casos no aparecen inespecificidades de amplificacién ni
dimeros, teniendo el fragmento corto una Tm entorno a 80,8°C y el fragmento
largo una Tm entorno a 82,3°C, como se observa en la Figura 5.

En cada placa de real-time PCR se pusieron por duplicado 4 diluciones
seriadas; 1, 1/10, 1/100 y 1/1000 de la mezcla anteriormente descrita
para preparar la curva estandar. Ademas en cada placa se incluyeron por
duplicado dos tipos de blancos, como en el caso anteriormente descrito.
Finalmente las muestras a analizar se pusieron por duplicado.
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Una vez obtenidos los resultados del PCR en tiempo real e interpolados
los Cts (del inglés Cycle Threshold, hace referencia al ciclo en el que la
fluorescencia del amplificado sobrepasa el umbral minimo requerido por
la técnica) obtenidos de las muestras a analizar en la curva estandar (n°
de copias vs. Ct) se obtuvo la relacién: n°copias FC/n°copias FL.

Figura 5. Curvas de Disociacién del amplificado de los Fragmentos Corto y Largo.
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Determinacién del contenido genémico de mtDNA por PCR
a tiempo real en sangre

Se trata de una PCR cuantitativa, qPCR, Q-PCR (del inglés quantitative
polymerase chain reaction) o PCR en tiempo real (del inglés real

time PCR) es una variante de la PCR utilizada para amplificar y,
simultdneamente, cuantificar de forma absoluta el producto de la
amplificaciéon de DNA. Para ello se emplea la PCR en tiempo real

descrita en apartados anteriores, pero en este caso particular, se

compara la amplificacién de un fragmento de mtDNA respecto a la
amplificacién de un gen nuclear de copia Unica. Se usan dos colorantes
fluorescente diferentes: FAM para reconocer un fragmento de la regién
12S rRNA del mtDNA (cebadores: 5’-CCACGGGAAACAGCAGTGATT-3';
5’-CTATTGACTTGGGTTAATCGTGTGA-3’ y sonda FAM:
5’-TGCCAGCCACCGCG-3") y VIC para reconocer la PDARs RNAseP del DNA
nuclear. En este caso se usa un kit comercial de Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA. Condiciones de PCR: 2 min-50°C; 10 min-95°C; [15s5-95°C,
1min-60°C] x 40 ciclos.
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Para cuantificar el contenido de mtDNA se hicieron dos curvas standard,
una para mtDNA (1.278 pb) en la regién del 12S rRNA (cebadores:
5’-TGTTTAAGACGGGCTCACATC-3" vy 5’-CTTTGGCTCTCCTTGCAAAGT-3)
y otra para el DNA nuclear (nDNA) en el gen de la RNAsaP

(430 pb) (cebadores: 5'-GTATGAGACCACTCTTTCCC-3" y
5’-GATTATAGGCGTGAACCACC-3’). Condiciones de amplificacién: 10min-
95°C, [45s-95°C, 455-60°C, 2min-72°C] x 35 ciclos, 10min-72°C.

En ambos casos, los productos de PCR, una vez purificados, fueron
cuantificados en el nanodrop. El n° de copias de cada fragmento se

determiné mediante la siguiente ecuacioén:

x ng/upl - 10°pg/ng

- 6,023 - 10%° moléculas / mol-10"?mol / pmol = n° de copias
660pg / pmol

Después de calcular el n° de copias de ambos fragmentos se hizo la curva
standard con diez diluciones seriadas a partir de 10’ n° de copias del
fragmento mitocondrial, 105 n° de copias del fragmento nuclear y 1,3 x
107 n° de copias de mtDNA de rata (para simular condiciones fisiolégicas).
Para considerar validos los experimentos, la pendiente de la curva
standard de Cts debe estar entre -3 y -4, con un coeficiente de regresion
>0,99. Ademés la desviacién standard de los triplicados debe ser <0,30.

Realizada la curva standard se interpolaron los valores de Cts de las
muestras problema para determinar la ratio n° de copias mtDNA/n° de
copias nDNA.

Cuantificacién de mtDNA mediante Hibridacién por Southern Blot

Para cuantificar el DNA y comprobar la validez del método de PCR a
tiempo real también se utilizé la siguiente técnica:

- Técnica de Slot-Blot

Se trataron 0,5 ug de cada muestra con NaOH 0,5 M durante
toda la noche a 37°C, con el fin de desnaturalizar el DNA y
eliminar el RNA.

Al dia siguiente, se llevo a cabo la transferencia de las muestras
de DNA a una membrana de nitrocelulosa mediante vacio,
utilizando un aparato de Slot-Blot.
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Las membranas fueron lavadas dos veces con 2 x SSC
(Standard Sodium Citrato: NaCl 0,15 M, citratotrisédico 0,015
M). Posteriormente se f1j6 el DNA sobre la membrana mediante
crosslinking con luz UV, aplicando una energia de 2000 x 100
W/cm2. Con este proceso se consigue que las moléculas de
acido nucleico y las moléculas de la membrana formen enlaces
covalentes.

- Obtencidn de las sondas

Las sondas para la determinacién del DNA nuclear y
mitocondrial se obtuvieron amplificando por PCR un fragmento
de la zona que interesaba de cada genoma:

- Fragmento nuclear: Tamano 442 pb del gen nuclear
del rRNA 18S.

- Fragmento mitocondrial: Tamafio 274 pb en la
posicion 1621-1894 del mtDNA.

Los productos de PCR usados como sondas en las hibridaciones
de Southern-Blot se purificaron en gel de agarosa de 2% en TAE
1X y se eluyeron segun el protocolo del kit “GenElute Agarose
Spin Column” (SIGMA).

- Marcaje de las sondas con isétopo radiactivo

El marcaje radiactivo se realiz6 con el kit comercial High Prime
(Roche) basado en el método de marcaje de DNA por “Random
Primer”. La disolucién del kit contenia todo lo necesario para
llevar a cabo la reaccién, excepto el fragmento molde de DNA y
el desoxinucleétido dCTP marcado con 32P.

- Hibridacién y lavado

Las membranas que contenian el DNA transferido y fijado

se prehibridaron durante 3-5 h con 20 ml de solucién de
prehibridacién con objeto de bloquear las cargas positivas que
podrian interferir con la hibridaciéon.

Después se anadié la sonda radiactiva recién desnaturalizada
(hervida durante 10 minutos y colocada rapidamente en hielo).

La hibridacién se llevd a cabo durante toda la noche, en el
horno con rueda giratoria a 68 °C.

Una vez hibridadas, se procedié a realizar los sucesivos lavados
de las membranas con la disolucién de lavado (SSC 2x con SDS
0,2%) previamente calentada a 68°C.

- Revelado y medicién

Tras los lavados, las membranas se colocaron en una cassette
y se expusieron a placas autorradiograficas, a —80° C (con
pantalla intensificadora) durante el tiempo necesario hasta que
fueron reveladas y posteriormente densitometradas las bandas
correspondientes al DNA nuclear y al mitocondrial.

Analisis genético de genes nucleares

A. Polimorfismos de PON1 en secuencia codificante (55y 192) y
en el promotor (-108 y -162).

Las amplificaciones por PCR se realizaron en un volumen

final de 50 ul, con 500 ng de DNA y a una concentracién de 25
BM de cada oligonucledtido, 10 mM de dNTPs, 1,5 mM de
MgCl2, 10X de tampdn comercial de la Taq polimerasa y 1 U/l
de Taq polimerasa.

Tabla 1. Oligonucledtidos y condiciones de amplificacion de las PCRs
utilizados para cada alelo del gen PON1.(*Pb: pares de bases).

Nombre Cebadores Condiciones de PCR Pb*
PON_55F 5'-GAAGAGTGATGTATAGCCCCAG-3' 46 x (1' 94°C - 30"

PON_55R 5'-TTTAATCCAGAGCTAATGAAAGCC-3’ 61°C - 1' 72°C) i
PON_192F 5-TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG-3’ 46 x (1' 94°C — 30"
PON_192R | 5'-CACGCTAAACCCAAATACATCTC-3' 61°C - 1' 72°C) ”

La digestién enzimatica se realizd tomando 8 pl de producto
amplificado y anadiendo 1 ul de enzima comercial (5 U/ul) en
un volumen final de 10 pl. El tiempo de incubacién fue de 10 h.
El tampén y la temperatura de incubacion fueron las
especificadas por el fabricante.
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Para la visualizacién de los fragmentos de restriccién de
tamarfos pequenios, caracteristicos de los polimorfismos

de PONT1, se utilizaron geles con el 2% de agarosa con una
concentracién de 0,5 ng/ml de bromuro de etidio (intercalante
del DNA). La electroforesis se realiz6 en tampén TAE 1x (40
mM Tris pH 8, &cido acético glacial (0.11%) y 0.4 mM Na2EDTA)
en un campo eléctrico de 100 V durante el tiempo necesario
para que las bandas se separasen bien. Como marcador de
pesos moleculares se utilizé 5 pl del patrén de 1kb de Ecogen
en concentracién 0,1 mg/ml. De las muestras también se
cargaron Spul.

Tahla 2. Cortes, en n° de pares de bases, generados por las enzimas de restriccion para cada alelo del gen PON1.

Polimorfismo | Enzima de restriccion Corte Alelo
170 L

L55M Nialll 126/ 44 M
99 Q

Q192R Alwl 66/33 R

Para secuenciar el promotor de PON1 se amplificaron las
primeras 209 pares de bases anteriores a la regién codificante
del gen PON1. El genotipado de los polimorfismos del
promotor de PON1 (PON1-PrT-108C and G-162A) fue realizado
mediante la amplificacién por PCR del fragmento, seguida del
analisis de secuencia del producto amplificado.

Los cebadores fueron disenados usando el gen PON1
humano (Accession n® AF051133): PR-PON1_FOR (20bp) 5’-
GTGCTGAGCTCCTGCGGTGG-3" y PR-PON1_REV (20bp) 5'-
AGCTTCGCCATGGTCGGGGA-3'.

La reaccién se realizd en un volumen total de 50 jl
conteniendo: 0.5 ug DNA, 2 ul dNTPs (1 mM), 0.5 pl de cada
cebador (25 pM), 1 U Taqg polymerasa, 5 pl de 10x Taq
tampoén, 0.5 pl de 7-deaza (10mM), 2.5 ul DMSO (100%) y H,O
destilada hasta 50 pl. El programa de amplificacién utilizado
fue 95°C/5 min seguido de 35 cycles 94°C/30s, 65°C/30s,
72°C/30s y finalmente 72°C/5min de extension.
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El servicio de secuenciacién utilizado fue SECUGEN S.L.

del Centro de Investigaciones Biolégicas de Madrid. Una vez
obtenida la secuencia de cada individuo se comparo con la
secuencia de referencia correspondiente del genoma humano
mediante el software FinchTV 1.4.0, Geospiza Inc. 2004-2006.

B. Polimorfismo rs4880 C/T de la enzima antioxidante superéxido

dismutasa tipo2 (MnSOD).

Como la técnica utilizada, PCR a tiempo real, ha sido descrita
con detalle en el apartado de analisis genético mitocondrial
sélo se describen las condiciones particulares para el estudio
de este polimorfismo.

En el caso de esta determinacién genética, cada uno de los dos
alelos correspondientes a este polimorfismo nuclear se utilizé
el kit Tagman Universal Master Mix (Applied Biosystems) que
contenia todos los reactivos necesarios para el analisis y los
siguientes cebadores adquiridos en Applied Biosystems (UK):

5 - GGCTGTGCTTTCTCGTCTTCA-3’ (directo)
5" -TCTGCCTGGAGCCCAGATAC-3’ (reverso)

El DNA fue amplificado en un volumen total de 10 pul

que contenian 5 pl Tagman Universal Master Mix (Applied
Biosystems), 900 nM de cada cebador, 200 nM de cada sonda
y 10 ng del DNA patrén. Se utilizaron las condiciones que
indicaba la casa comercial. Los resultados de la PCR a tiempo
real se analizaron con el Sequence Detector software versiéon
1.7 (Applied Biosystems).

Estudio de los complejos enziméaticos de la cadena respiratoria

Para estudiar los complejos de la cadena respiratoria fue necesario utilizar
las siguientes técnicas analiticas:

- Obtencién de homogenizados y “aislamiento” de los complejos

mitocondriales a partir de biopsias de musculo esquelético

En la preparacién de homogenizados tisulares se peso
la cantidad de tejido de partida y se afiadié medio de
homogenizacién (440 mM sacarosa, 20 mM MOPS, 1mM AEBSF,
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pH =7,2) en proporcién relativa 12,5 ml/g. La mezcla se tratd en
un homogeneizador BOSCH hasta lograr su disolucion.

El homogenado obtenido se centrifugd para eliminar el
sobrenadante y el precipitado fue guardado durante toda la
noche a -80°C para favorecer la rotura de las membranas.

Al dia siguiente, este precipitado se resuspendid en el medio

de lisis (50 mM NaCl, 5 mM &cido 6-aminocaproico, 50 mM
imidazol, 1 mM AEBSF) en una proporcién de 2 ml/gy se afiadi
dodecil maltésido (DDM) al 10%, incubandose la mezcla
durante 10 minutos en hielo y a continuacién se centrifugd a
4°C. El sobrenadante fue recogido y se utiliz6 posteriormente
para la técnica de Blue-Native.

- Determinacion de la concentracién proteica por Bradford

La cuantificacién de las proteinas se llevd a cabo por el método
Bradford, con el reactivo comercial de Bio-Rad (Bio-Rad Protein
Assay). La curva de calibrado se construyé con 6 estandares
que tenian de 1 a 20 pg/ml de seroalbimina bovina (BSA).

Las muestras se midieron por triplicado en tubos individuales.
Tanto las muestras, como los controles internos y dos blancos,
se llevaron hasta un volumen final de 800 pl. A todos se les
anadieron 200 pl del reactivo concentrado. Se dej6 desarrollar el
color durante un tiempo de 30 minutos y, finalmente, se
procedié a la lectura espectrofotométrica con una longitud de
onda de 595 nm. Con los controles internos, se obtuvo una recta
de calibrado que nos permitiria, por interpolacién de los datos
de absorbancia obtenidos, calcular la concentracion de proteina
de las muestras analizadas.

- Medida de la actividad del complejo IV (citocromo c oxidasa,
COX) por espectrofotometria

La actividad del complejo IV (COX) se llevé a cabo en el
espectrofotometro termostatizado a 38°C, en cubetas de
plastico a una longitud de onda de 550 nm y en un volumen
final de 1 ml.

Se midi6 el descenso de la absorbancia a 550 nm debido a la
oxidacién del citocromo c por parte del complejo IV. Las
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medidas se llevaron a cabo durante 2 minutos y comprobandose
que habia inhibicién total de la reaccién al anadir KCN.

En cada medida se anadio6 a la cubeta de reaccion:

- 790 ul de agua destilada

- 100 pl de tampdn KP 100 mM (Tampon fosfato
potasico 100 mM a pH 7)

- 10 pl de homogenado del musculo esquelético

- 100 pl de citocromo c (al 1% en tampdn KP, tampdn
fosfato potasico, 10 mM a pH 7) reducido con BH,Na.

- Electroforesis en geles nativos de poliacrilamida (Blue
Native-PAGE)

Este tipo de geles, descrito por primera vez por Schagger y

von Jagow en 1991 (Schagger and von Jagow 1991), permite la
resolucién electroforética de complejos proteicos integrados por
mas de una proteina en los que éstas permanecen unidas. Esta
metodologia puesta a punto para los complejos que integran

la funcién OXPHOS (Schagger, Bentlage et al. 1996), resulta de
enorme utilidad en el campo de nuestras investigaciones.

Estos geles de poliacrilamida no desnaturalizantes Blue Native
deben tener un un gradiente lineal del 5% al 13%, donde se

van a resolver las muestras, que debe prepararse con antelacién
utilizando un formador de gradientes de metacrilato conectado
a una bomba peristaltica de una sola via que bombea la
disolucioén al espacio que queda entre los cristales en el soporte
apropiado.

Una vez polimerizado este gel, conservandose a 4°C durante
toda la noche, se prepara el gel de apilamiento al 4% y se
introduce el peine formador de pocillos, dejadndolo polimerizar.

La electroforesis se llevé a cabo en frio, con lo cual se monté

el gel y se anadieron los tampones del catodo A y del anodo. Se
aplicaron cantidades equivalentes de cada muestra preparadas
para este tipo de geles (entre 100-180 pg de proteina total).

Terminada la electroforesis, el gel o bien se tind para ver los
diferentes complejos respiratorios o bien fue utilizado para
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la determinacién de la actividad de diferentes complejos de la
cadena respiratoria.

- Tincién de proteinas en los geles

Dependiendo de la concentraciéon de la proteina en el gel se
utiliza una u otra metodologia:

- Sila concentracién de proteinas es elevada, se tifie
con Azul de Coomassie. Incubandose el gel durante
1 h en EZBlue™ Gel Staining Reagent (SIGMA) y
se dejandolo durante toda una noche en agua para
potenciar la sefial.

- Sila concentracién de proteina es demasiado baja,
se utiliza la tincién de plata, que es més sensible
(ProteoSilver™ Silver Stain Kit d SIGMA).

- Determinacién de la actividad enzimatica de los complejos
respiratorios “in gel”.

Para realizar las medidas de actividad “in situ” o “in gel” fue
necesario aplicar las muestras en una electroforesis Blue-
Native. Cuando concluyé la electroforesis se recortaron las
calles para ensayar sobre ellas las actividades especificas de
cada complejo. Se conocen los protocolos para la medida de
actividad del complejo I, II, IV y V (Appleby, Porteous et al. 1999;
Jung, Higgins et al. 2000; Van Coster, Smet et al. 2001).

- Determinacioén de la actividad del Complejo I

Las muestras de un mismo individuo se corrieron

en un mismo gel, y tras la electroforesis se incubaron
en una cubeta con una disolucién que contenia los
reactivos necesarios para medir el complejo I (NADH
0,1mg/ml y NBT 2,5 mg/ml).

La reaccidn se llevo a cabo en un balancin y protegida
de la luz, ya que el NBT es fotosensible, durante 3-5
horas (al cabo del tiempo se observaba si aparecia
senal o no).
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Se retir¢ la disoluciéon y se pard la reaccién con
metanol/acético, 45/10% en agua destilada. La
disolucién de parada y fijacién se cambi6 varias veces
para arrastrar uniones inespecificas.

El gel al dia siguiente se escaned y se secé mediante el
sistema de “Gel Drying Frames" (Sigma-Aldrich).

Estudios previos pusieron de manifiesto que la sefial
era proporcional a la cantidad de proteina cargada,
resolviendo que la cantidad éptima para detectar el
complejo I es de 100 pg de proteina total.

Determinacién de la actividad del Complejo V

Las muestras de un mismo individuo se corrieron

en un mismo gel, y tras la electroforesis se incubaron
en una cubeta con una disolucién que contenia los
reactivos necesarios para medir el complejo V (ATP 8
mM y nitrato de plomo al 0,2%).

La reaccién se llevd a cabo en un balancin, durante
3-5 horas (al cabo del tiempo se observaba si aparecia
senal o no).

Se retir¢ la disoluciéon y se pard la reaccién agua
destilada libre de fosfatos. La disolucién de parada y
fijacién se cambid varias veces para arrastrar uniones
inespecificas.

El gel al dia siguiente se escaned y se secé mediante el
sistema de “Gel Drying Frames” (Sigma-Aldrich).

Estudios previos pusieron de manifiesto que la sefial
era proporcional a la cantidad de proteina cargada,
resolviendo que la cantidad éptima para detectar el
complejo V es de 160-180 pg de proteina total.
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ANEXO III
RESULTADOS

Contenido extractado del apartado de Resultados de la tesis
de la Dra. Ana Marcuello Lépez.

A partir de los resultados obtenidos en el estudio del contenido del
mtDNA en musculo esquelético a lo largo de una prueba de ejercicio
fisico, se planted estudiar el posible efecto de la practica deportiva en la
actividad y en el ensamblaje de los diferentes complejos de la cadena
respiratoria de la mitocondria. En concreto, por motivos de cantidad

de muestra del musculo, el estudio se realizé tan solo en el ejercicio,
anteriormente descrito, de intensidad moderada, prolongado y fatigante y
en el proceso de recuperacién de éste.

El estudio se centro en la actividad de los complejos I y IV de la cadena
respiratoria, ya que en éstos era donde se habia encontrado diferencias
entre las distintas variantes genéticas mitocondriales, en trabajos previos
realizados por nuestro grupo.

En el caso del complejo IV, se determin su actividad por
espectrofotometria, mientras que en el caso del complejo I debido a
la gran cantidad de proteina necesaria para este método y la escasa
disponibilidad de muestra, se optd por determinarlo por actividad en
gel. Ademas también se determiné la actividad del complejo V y el
ensamblaje de los complejos III y V. Todos ellos relativizados por la
cantidad de proteina total.

Actividad de los complejos I, IVy V

Cuando se realizé el estudio de la actividad en gel de los diferentes
complejos de la cadena respiratoria a lo largo de la prueba fisica se
obtuvo, que tanto el complejo [ como el V, presentaban el mismo

perfll, el cual era muy parecido al obtenido por el complejo IV medido
espectrofotométricamente (Ver grafica 1) y similar al encontrado al
estudiar la evolucién del contenido del mtDNA a lo largo de esta misma
prueba (Ver Grdfica 14).




PARTE Il Resultados / ANEXO Il 260

Ademas, la actividad de los complejos caia al finalizar la prueba y
continuaba disminuyendo a lo largo del proceso de recuperacién. Sin
embargo, a las 24 horas se iniciaba un aumento hacia los niveles iniciales.

El anélisis estadistico mostré que en el caso del complejo I habia una
caida significativa a las dos horas de haber finalizado la prueba (Test
Fisher p= 0,0407, Test Anova pareados p = 0,0984), al igual que en el
complejo IV (Test Anova pareados p=0,0261). En el caso del complejo

V también se observé esta caida a las dos horas (Test Fisher p= 0,0323,
Test Anova p pareados p=0,0647), pero fue aiin mayor a las seis horas de
recuperacion (Test Fisher p = 0,0116, Test Anova pareados p = 0,0419).
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Grafica 1a. Efecto del ejercicio fisico prolongado de intensidad moderada y fatigante sobre la actividad de los complejos IV, Iy V
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Ensamblaje de los complejos [l y V

Al analizar el ensamblaje de los complejos de la cadena respiratoria
pudimos observar que el comportamiento del ensamblaje de los
diferentes complejos es idéntico a lo largo de la prueba del ejercicio
fisico y en cada estado correlacionan positivamente los ensamblajes de
los complejos 11T y V, poniendo de manifiesto que la cadena respiratoria
tiene un comportamiento similar a lo largo de la prueba y del proceso de
recuperacion. (Ver Grdfica 16).
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Grafica 2a. Efecto del ejercicio fisico prolongado de intensidad moderada y fatigante sobre el ensamblaje de los complejos Il y V.

Como conclusién, puede afirmarse que tras la realizacién de una prueba
fisica de intensidad moderada prolongada y fatigante existe una caida
de la actividad enzimatica de los diferentes complejos de la cadena
respiratoria y que continua a lo largo del proceso de recuperacién.

Por otro lado, a consecuencia de la realizacién del ejercicio existe un
aumento coordinado del ensamblaje de los diferentes complejos.

Ademaés hay que destacar que la situacién inicial de cada individuo era
determinante para la evolucién del ensamblaje de los complejos y de
su actividad.
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