Breve descripcion:

Los genotipos de ACTN3 presentan una alta influencia en el rendimiento deportivo.
Especificamente, se han relacionado a los genotipos RR y RX con la capacidad
anaerobia, mientras que el genotipo XX con la capacidad aerobia. Se reclutaran 70
personas fisicamente activas, a las cuales se les determinara el genotipo de ACTNS3.
Posteriormente, se someteran a una prueba de esfuerzo maximo incremental en
cicloergbmetro. Durante la prueba, se determinardn en diferentes tiempos la

concentracion de lactato en sangre durante el ejercicio.

Palabras clave: alfa-actinina-3, polimorfismo R577X, capacidad aerobia.

1. Titulo de la propuesta.
Determinacion del inicio de la acumulacion de lactato en sangre (OBLA) en sujetos

activos segun genotipos de ACTN3.

2. Planteamiento del problema.

En las ultimas décadas, ha tomado particular interés el estudio de la influencia de la
genética en el deporte de alto rendimiento. Existen mas de 20 genes que se han
relacionado directamente con la mejoria de las capacidades fisicas o con el atleta
de alto rendimiento (Bray et al., 2009). Uno de los genes mas estudiados es la alfa-
actinina-3 (ACTN3). Estudios en el gen ACTN3, han relacionado a sus genotipos
(RR, RX y XX) con las capacidades fisicas (Chiu et al., 2011) y con el alto
rendimiento deportivo (Pimenta et al., 2013). Especificamente, se ha reportado que
los genotipos de ACTN3 podrian mejorar la velocidad de desplazamiento (Mikami
et al., 2014), la capacidad anaerobia (Broos et al., 2015) y la capacidad aerobia
(Pimenta et al., 2013). Para saber cdmo es qué la presencia de los genotipos de
ACTNS3 participan en la mejora de las capacidades fisicas, se han realizado estudios
en modelo animal (MacArthur et al., 2008). Los principales hallazgos se enfocan
hacia un incremento en enzimas de la via aerobia, una disminucién en enzimas
glucoliticas y anaerobias; como lo es la lactato deshidrogenasa (LDH). La LDH es

la responsable de convertir la molécula de piruvato a lactato. Sin embargo,



MacArthur et al. (2008), sugieren que los resultados encontrados en el modelo

animal podrian explicar lo que sucede en humanos.

No obstante, la mayoria de los estudios sobre los genotipos de ACTN3 en humanos,
han sido realizados desde un enfoque deportivo y asociativo con las capacidades
fisicas (Pasqua et al., 2015; Broos et al., 2015). A pesar de ello, dichos estudios
muestran poca evidencia de como el gen ACTN3 y sus genotipos, mejoran las
capacidades fisicas, el rendimiento deportivo. Se desconoce, si los genotipos de
ACTN3 podrian participar la determinacion y/o inicio de la acumulacion de lactato
en sangre durante un ejercicio. Dicho inicio, se relaciona directamente con el

rendimiento deportivo.
3. Justificacion.

Recientemente, se ha reportado que los portadores de los genotipos RR vs XX,
presentan fibras musculares lla y lIx con una mayor area seccional transversal
(Broos et al., 2016), lo que les permite desarrollar mayor potencia (Orysiak et al.,
2014), fuerza (Broos et al., 2015) y velocidad (Mikami et al., 2014). En cambio, los
portadores del genotipo XX presentan mayor proporcioén de fibras lentas tipo I, en
comparaciéon con el genotipo RR y RX (Ahmetov et al., 2011), favoreciéndoles las
actividades de resistencia aerobia (Yang et al., 2003). A pesar de lo anterior, a
nuestro conocimiento, se desconocen de estudios donde indaguen sobre la
participacion de los genotipos de ACTN3 y la produccion de lactato en sangre

durante un ejercicio fisico.

Es de vital importancia determinar si los genotipos de ACTN3 participan o
determinan el inicio de la acumulacion de la produccion de lactato en sangre en
sujetos fisicamente activos durante un ejercicio aerobio. Con el conocimiento
generado con la presente investigacion, se podra determinar cargas de trabajo,
periodizacion de entrenamientos, tiempos de recuperacion post ejercicio y de esta
manera incrementar el rendimiento deportivo en los atletas. A su vez, con los
resultados obtenidos, se podria entender de una mejor manera la participacion de
los genotipos de ACTN3 en el rendimiento deportivo. Por ultimo, se aportaria



conocimiento novedoso sobre la posible relacién entre los genotipos de ACTN3 y el

lactato sanguineo.
4. Marco teérico.
Gen y genotipo.

Una de las variables alélicas del gen ACTN3 presenta una mutacién sin sentido
debido al intercambio de un nucledétido de citosina por un nucledtido de timina en la
posicion 1747 del ex6n 16. Como resultado, se obtiene una sustitucion de una
arginina por un codén de parada prematuro en la posicién 577 (R577X) (North,

2008). Dicho gen se encuentra en el locus 11913-q14 (Beggs et al., 1992).

El gen ACTNS3 se presenta asi en dos alelos, el alelo R que codifica para la proteina
funcional alfa-actinina-3 y el alelo X que codifica una proteina alfa-actinina-3 no
funcional (MacArthur y North, 2004). El genotipo de ACTNS3, ha sido asociado con
el rendimiento deportivo y hay indicios de proporcionar ventaja deportiva entre los
sujetos que codifican o no para la proteina alfa-actinina-3 (genotipo RR y RX vs
genotipo XX) (MacArthur y North, 2004). Dicho de otra manera, el genotipo XX
puede favorecer actividades de resistencia y el genotipo RR y RX favorece
actividades de velocidad y potencia muscular (Yang et al., 2003).

Proteina alfa-actinina-3.

La proteina alfa-actinina-3 pertenece a la familia de las alfa-actininas, la cual esta
formada por 4 isoformas (Dixson, Forstner y Garcia, 2003). Dentro de esta familia
se encuentran la isoforma muscular alfa-actinina-2, la cual se expresa en musculo
estriado, cardiaco y cerebro (Mills et al., 2001). La alfa-actinina-3, se expresa sélo
en musculo esquelético de fibras rapidas (Beggs et al., 1992). En estudios recientes
en ratdén, se ha reportado que la proteina alfa-actinina-3 también se expresa en
hueso (Yang et al., 2011). Mientras que las isoformas alfa-actinina-1 y alfa-actinina-

4 son isoformas no musculares, expresandose en diferentes tipos de células.

Estudios realizados en ratdn carente de la proteina alfa-actinina-3 (KO, Knock-out)
(MacArthur et al., 2008; Seto et al., 2011), han permitido determinar la funcion de la
proteina alfa-actinina-3, observado que la ausencia de esta genera cambios a nivel



estructural, metabdlico, manejo del calcio y de sefalizacion. Por ejemplo, a nivel
estructural, los ratones KO, presentan diferencias en las propiedades contractiles a
nivel de sarcomero debido a diferentes interacciones proteina-proteina (Lee,
Houweling, North, y Quinlan, 2016). Estas interacciones, tal y como lo siguiere Lee,
Houweling, North, y Quinlan, (2016), pueden modificar o alterar la estabilidad y
rigidez de la linea Z en musculo esquelético. En este sentido, las proteinas a-
actininas sarcomeéricas, son componentes principales de la linea Z, y es probable
gue las diferencias entre las isoformas alfa-actinina-2 y alfa-actnina-3 afecten la
capacidad para unirse a las proteinas de la linea Z, provocando una alteracion en

las proteinas de la linea Z (Lee, Houweling, North, y Quinlan, 2016).
Genotipos, frecuencia alélica de ACTN3 y su relacién con el deporte.

El gen de la alfa-actinina-3 (ACTN3) se ha mantenido en la poblacion durante largo
tiempo (MacArthur y North, 2004; Mills et al., 2001) y en la actualidad es uno de los
genes mas estudiados a nivel muscular. La frecuencia alélica de ACTN3 se
distribuyen de manera diferente en todo el mundo. Por ejemplo: El alelo X es mas
frecuente en Eurasia (0.51%), en Europa (0.41%), y menos frecuente en
poblaciones de Africa (0.16%) (Mills et al., 2001) y Jamaica (0.14%) (Scott et al.,
2010). El alelo R es mucho mas frecuente en la poblacién Africana (0.86%), seguido
de Europa (0.59%) y poblacién hispana (0.41%) (Mills et al., 2001).

Asimismo, la distribucién de los genotipos, varia segun la poblacion. Por ejemplo, el
genotipo RR esta presente en el 75% de la poblacion general y atletas de Jamaica,
mientras que en la poblacion general Afroamericana se presenta en un 66% y en un
70% en atletas (Scott et al., 2010), en la poblacion del norte de India en un 22%
(Goel y Mittal, 2007), en la poblacion de Rusia en un 36.8% (Druzhevskaya et al.,
2008) y en la poblacion Irani en un 24% (Fattahi y Najmabadi, 2012). Siendo la raza

negra en quienes se presenta con mayor incidencia (Scott et al., 2010).

Con lo que corresponde al deporte, los genotipos de ACTN3 han sido asociados
con atletas de alto rendimiento deportivo y hay evidencias de que confieren ventaja
deportiva ya sea de tipo aerdbico o anaerdbico segun el genotipo que posea el atleta
(MacArthur y North, 2004). De esta manera, la distribucion de genotipos es diferente



en los atletas de diferentes disciplinas deportivas. Por ejemplo, Pimenta et al. (2013)
reportan que los genotipos XX son mas frecuentes en atletas de deportes
denominados aerodbicos, en cambio los genotipos RR y RX son més frecuentes en
atletas de deportes denominados anaerobios (Yang et al., 2003; Druzhevskaya et
al., 2008). Por ultimo, se ha repostado que la frecuencia genotipica entre disciplinas
deportivas y nacionalidades es variante. Por ejemplo, el genotipo XX en atletas
rusos de diferentes deportes, se reportd un 6.4% (Druzhevskaya et al., 2008), en
fisico-constructivistas y atletas de fuerza de raza blanca, se reporté un 9.7% (Roth
et al., 2008), en atletas rusos de resistencia el 5.7% (Ahmetov et al., 2010) y en

atletas jamaicanos del 14% (Scott et al., 2010).

ACTNS3y actividad enzimatica.

Estudios previos, han sugerido una posible interaccion del gen ACTN3 con diversas
proteinas musculares y enzimas del metabolismo anaerobio y aerdbico. Los
primeros resultados de estas posibles asociaciones surgen de estudios realizados
en animales. Por ejemplo, en experimentos realizados en ratones KO, MacArthur et
al. (2008) reportaron diferencias en la actividad de las enzimas de la glucolisis, por
ejemplo: la actividad de la Hexoquinasa fue mayor en un 26% Yy en la Gliceraldehido-
6-fosfato deshidrogenasa en un 62%, respecto a los ratones silvestres. Mientras que
la actividad de la Fosfofructoquinasa, no presentdé cambios. Referente al sistema
anaerobio, se presentd una reduccion del 16% de la enzima Lactato deshidrogenasa
(LDH) en los ratones KO (MacArthur et al., 2007). A su vez, con loque corresponde
a enzimas del metabolismo aerobio, MacArthur et al. (2008) encontraron en el raton
KO comparado con el raton silvestre una mayor actividad de la Citrato sintasa,
Succinato deshidrogenasa y Citocromo C oxidasa. En conjunto dichas enzimas
muestran un incremento entre un 25-39%. Los autores sugieren queestos resultados
favorecen un cambio del metabolismo muscular en las fibras rapidas del ratbn KO
hacia un metabolismo aerobio mas eficiente aunque mas lento(MacArthur et al.,
2008). En otras palabras, el raton KO para el gen ACTN3 es favorecido para el

metabolismo aerobio.



Lactato deshidrogenasa y lactato.

Un producto final de la glucdlisis es la molécula de piruvato, dicha molécula, en
condiciones anaerobias, sera convertida en lactato a través de la enzima LDH. Esta
reaccion genera la oxidacion de la coenzima nicotinamida adenina dinucleotido
reducido (NADH) a nicotinamida adenina dinucleétido oxidado (NAD) y este NAD es
nuevamente utilizado por la glucdlisis en la reaccion de Gliceraldehido-3-fosfato a

1,3 bifosfoglicerato.

Se conocen varias isoformas de la enzima LDH, la cual es un tetramero con 2
subunidades: la A y la B. La subunidad A, originalmente era conocida como
subunidad M en referencia al masculo, mientras que la subunidad B, se conocia
como subunidad H en referencia al masculo cardiaco (Storey, 2015). Entonces, la
subunidad A se encuentra principalmente en musculo esquelético, mientras que la
subunidad B predomina en tejidos como cerebro y corazén (Markert, Shaklee y
Whitt, 1975). Al momento de evaluar la concentracién de LDH en plasma, se ha
establecido como valores normales de 113-226 IU/L (Kato, et al., 2006). Sin
embargo, dichos valores sufren incrementos después de realizar un ejercicio, estos
incrementos varian segun la intensidad y duracion del ejercicio, reportandose
valores hasta de 1420.5 UI/L (Wu et al., 2004) después de ejercicios aerobios y de
496.12 UI/L (Hammouda et al., 2012), después de ejercicios anaerobios. Entonces,
el tipo de ejercicio hace variar la concentracion de la enzima LDH y quizéas la

variacion de la concentracion de lactato en sangre.

Durante mucho tiempo, se ha pensado que la acumulacion del lactato, era la
principal causa de la fatiga muscular durante el ejercicio de alta intensidad y
también, que la produccion de lactato daba lugar a la acidosis. Sin embargo, en
trabajos de Robergs et al. (2004) se menciona que la produccion y acumulaciéon de
lactato, ni causa acidosis, ni tampoco fatiga muscular, si no que por el contrario, la
produccion de lactato retarda la aparicion de la acidosis. Ademas, los autores
sugieren que la acidosis surge por otros procesos metabdlicos diferentes a la
produccion de lactato, como la hidrolisis de la molécula de ATP, la cual produce H*

gue se acumulan durante el ejercicio intenso y producen una disminucion del pH



muscular y en sangre. De esta manera, la produccién de lactato en ejercicio intenso,
retarda y no causa la acidosis (Robergs et al., 2004), y no solo la actividad muscular,
es la responsable del incremento de lactato (Bergman et al., 1999).

La medicion de la concentracion de lactato en sangre, es un indicador molecular de
intensidad metabdlica. Los umbrales metabdlicos son utilizados para determinar el
sistema energético dominante durante la practica de ejercicio. A concentraciones
menores a 4 mmol/L el sistema energético dominante es aerdbico, mientras que
valores superiores a 4 mmol/L corresponde a un sistema anaerobico. Si se evalla
la concentracion de lactato después de 15 minutos de finalizado un ejercicio de tipo
anaerdbico, la concentracion de lactato en sangre continua siendo elevada, lo que
sugiere que la principal via metabdlica utilizada para la produccion de energia es la
via anaerdbica (Demura y Uchiyama, 2009). Al final de un ejercicio anaerdébico la

concentracion de lactato sera mayor en comparacion con un ejercicio aerobico.

5. Objetivo general.

Determinar en sujetos fisicamente activos poseedores de los genotipos RR, RX y
XX del gen ACTN3, la respuesta de la concentracion/acumulacion de lactato en

sangre durante de un ejercicio aerobio.

6. Objetivos especificos.
e Determinar la asociacion entre genotipos de ACTN3 y la potencia muscular.

e Determinar la asociacion entre genotipos de ACTN3 y la cinética de lactato

durante y después de un ejercicio aerobio en sujetos fisicamente activos.

7. Metas.

Formacion de nuevos licenciados en Entrenamiento Deportivo de la UACJ mediante

la elaboracion de tesis. Presentacién de los resultados en poster o presentacion oral



en congresos nacionales e internacionales. Publicacién de 1 articulo cientifico en

revista indexada.

8. Metodologia.
Seleccion de participantes.
Se obtendra una muestra por conveniencia de 70 sujetos, sanos y fisicamente
activos que realicen actividades de recreacion y deportivas de manera regular por

lo menos de 2 a 3 dias a la semana. Seran reclutados por invitacion directa.

Extraccion de ADN.

Se obtendran 4 mL de sangre de la vena mediana cubital de cada sujeto y se
almacenaréa en tubos con EDTA (Acido etilendiaminotetracético) a 4°C hasta su uso.
Posteriormente, para la obtencion del ADN se utilizara el kit Master Pure DNA
Purification (Epicentre an Illumina Company, USA) utilizando un protocolo de
extraccion de DNA ya estandarizado previamente. Para comprobar la obtencion de
ADN, se elaborara un gel de agarosa al 2%. Luego, el gel de agarosa sera colocado
en camaras electroforéticas, siendo cubierto y rellenado con buffer TAE al 1X.
Después de 20 min en electroforesis, los geles seran visualizados en

transiluminador.

Amplificacién por PCR.

Se amplificara el fragmento de interés del gen ACTN3 utilizando los siguientes
cebadores especificos: cebador directo: 5-CTGTTGCCTGTGGTAAGTGGG-3' y
cebador reverso: 5 -TGGTCACAGTATGCAGGAGGG-3". La verificacion del
producto de PCR se observara en gel de agarosa al 1%. El gel de agarosa sera
colocado en camaras electroforéticas, posteriormente el gel sera visualizado en

transiluminador en busca de un fragmento de 291 pares de bases.

Corte con enzimas de restriccion.

Para la genotipificacion de los polimorfismos en ACTN3, se realizara corte con la
enzima de restricciéon Ddel (Desulfovibrio desulfuricans). Para visualizar el producto

de la digestion se ocuparan geles de agarosa al 2%. Posteriormente se colocara el



gel de agarosa en camaras electroforéticas. Después, el gel se observara en un
transiluminador. Para el genotipo RR se espera encontrar los siguientes fragmentos:
205 pares de base y 86 pares de base, para el genotipo RX, se espera obtener 3
bandas, una de 108 pares de base, otra de 97 y una final de 86 pares de base,
mientras para el genotipo XX, se busca obtener 4 bandas, una de 205 pares de
base, seguido por una de 108 pares de base, otra de 97 pares de base y una final
de 86 pares de base.

Prueba de salto vertical.

Para determinar la potencia muscular de los sujetos, se les aplicara la prueba de

salto vertical durante 30 s, utilizando una plataforma de contactos.
Prueba aerobia.

Para determinar la capacidad aerobia y estimular la produccion y acumulacion de
lactato, se aplicara una prueba aerobia de intensidad ascendente. Se utilizar4 un
cicloergbmetro Monark 839E y se le colocara la mascarilla del analizador de gases
VIASYS. Se aplicara un protocolo de tipo aerobio incremental, donde se
incrementard la carga al cicloergbmetro entre 0.5 a 1.0 Kp cada 3 min. Ademas,
durante la prueba, se monitoreara la frecuencia cardiaca mediante el pulsimetro
POLAR, tension arterial y la percepcion del esfuerzo mediante la escala de Borg.
Asimismo, durante el desarrollo de la prueba, se tomara una muestra de sangre

capilar cada 3 min para determinar la concentracion de lactato.

Cinética de lactato.

Se tomardn muestras sanguineas capilares para determinar la concentracion de
lactato en sangre. Las muestras se tomaran: en reposo, cada 3 min durante la
prueba aerobia y a los: 3, 5, 10 y 15 min después de finalizado el ejercicio. Para
medir la concentracion de lactato se usara el analizador de lactato 1500 YSI
SPORT.



9. Cronograma de actividades.

ACTIVIDAD DISTRIBUCION MENSUAL
1,2 3|4 |56 |7]|8 |9 |10|11|12
Revision bibliogréafica X | X[ X | X | X| X ]| X | X ]| X
Estandarizacion de técnicas
. X | X

de laboratorio
Reclutamlent_o_por invitacion x| x| x| x| x

de participantes
Ensayoscllnlc_osyde x| x| x| x

laboratorio
Analisis estadisticos de los

X | X
datos

Redaccion de articulo X | X
Presentacion en congreso X
Redagmon_detessde  Ix x| x| x

licenciatura

10.Instituciones, organismos o empresas de los sectores social, publico o
productivo participantes.

Dra. Rosa Patricia Hernandez Torres. Docente-Investigador adscrita a la
Universidad Auténoma de Chihuahua, en la Facultad de Ciencias de la Cultura

Fisica en Ciudad Juarez.

11.Productos esperados o entregables.

1. Tesis de Licenciatura.
1. Tesis de Maestria.

12.Contribucién e impacto del proyecto.

La UACJ cuenta con el programa de Licenciatura en Entrenamiento Deportivo,
donde se forman futuros entrenadores de deportistas élite. Dichos entrenadores

necesitan contar con las bases cientificas y que les permita aplicarlas directamente




en el campo laboral. Al realizar esta investigacion, los entrenadores que se
encuentran en formacion (alumnos), podran adquirir nuevos conocimientos en el
area de la genética deportiva, rendimiento deportivo y capacidad aerobia.

Los principales beneficiarios con el desarrollo y con sus resultados de la presente
investigacion, seran los investigadores participantes en ella, los alumnos
participantes en la investigacion, la Universidad Autbnoma de Ciudad Juarez y en
un futuro los entrenadores deportivos y los atletas de alto rendimiento.

13.Impacto econémico, social y/o ambiental en la region.

Se visualizan los siguientes impactos:

Para lainstitucion: Al finalizar la investigacion, la Universidad Autonoma de Ciudad
Juarez formara al menos un nuevo profesionista en la Licenciatura en
Entrenamiento Deportivo. Se representara a la Universidad en congresos
nacionales e internacionales, mediante la presentacion de poster y presentaciones
orales de los resultados obtenidos. Asimismo, podra aplicar el conocimiento

obtenido a sus atletas de alto rendimiento.

Para el pais: En un futuro, los resultados obtenidos podrian aplicarse directamente
a todos los atletas de alto rendimiento. Los resultados obtenidos se pueden utilizar
para periodizar entrenamientos, determinar periodos de descanso y de

recuperacion de los atletas después de un ejercicio.

Para otros beneficiarios: Los entrenadores deportivos de diferentes disciplinas
deportivas, quienes podran aplicar los conocimientos a sus atletas para el

mejoramiento de su rendimiento deportivo y a su vez los resultados deportivos.
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