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CAPITULO |

RESUMEN

El desempeiio deportivo y la predisposicion a lesiones son un enorme fendmeno multifactorial y
son determinados por numerosos factores intrinsecos y extrinsecos asi como la interaccion entre
ellos. (J.Guilherme, 2014) (Kambouris M, 2014) (M. Massida, 2011) (Cos, 2010)

Algunas variaciones en las secuencias del DNA han sido asociadas con fenotipos especificos
relacionados con mejor desempefo atlético, incluyendo resistencia, fuerza, susceptibilidad a
lesiones, composicion de masa corporal, aptitud psicoldgica (Kambouris M, 2014)

En este estudio determinamos mediante PCR de los genes ACE, ACTN3 y COL1A1 de 104 sujetos y
los relacionamos con parametros de rendimiento fisico (Fuerza maxima y consumo de oxigeno) y
con la predisposicion de lesiones.

La distribucidn genotipica del gen ACE en nuestra muestra fue Il 24%, 1D 39.4%, DD 36.5%. Para el
gen ACTN3 encontramos que la distribucidn genotipica fue RR 8.7%, RX 64.4% y XX 26.9 %. Para el
gen COL1A1 encontramos que el genotipo mas frecuentemente hallado fue GT (90.4%), mientras
que el genotipo GG (5.8%) y TT (3.8%).

Encontramos diferencias significativas para la fuerza maxima de extensores de rodilla, flexores de
rodilla y Consumo de oxigeno en el Gen ACE. Encontramos diferencias significativas para el
antecedente de lesiones ligamentarias del Gen COL1A1
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CAPITULOII

MARCO TEORICO

A) INTRODUCCION

El futbol es un deporte mundialmente seguido y puede ser jugado por gente de todas las
edades, géneros y clases sociales alrededor del mundo (D. Coelho, 2014) aportando beneficios que
mejoran la calidad de vida de forma fisica, social y emocional de los jévenes que lo practican y las
comunidades en las que viven. (FIFA, 2015)

Por ello el principal objetivo de la Federacion Internacional Futbol Asociacion (FIFA),
actualmente conformada por 209 asociaciones alrededor del mundo, es la mejora constante del
futbol y promoverlo en todo el mundo considerando su caracter universal, educativoy cultural.
(FIFA, 2015)

B) CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS DEL FUTBOL

Es ampliamente aceptado que cada disciplina deportiva tiene sus aspectos fisioldgicos,
psicolégicos, antropométricos y bioquimicos respecto a las demandas que requiere, y que
influencian directamente las caracteristicas que podrian contribuir al éxito deportivo. (J.Guilherme,
2014)

Se conoce que la produccién de energia en forma de ATP (adenosin trifosfato) para
desempefiiar la mayoria de los tipos de ejercicio viene de la combinacidn de la interaccién de
metabolismo aerdbico y anaerdbico. La contribucién de la producciéon de ATP de manera anaerébica
es mayor en actividades de corta duracién y alta intensidad, mientras que el metabolismo aerdbico
predomina en las de larga duracion. (Scott K. Powers, 2012)

El futbol es considerado como una modalidad deportiva mixta, desde el punto de vista
metabdlico; (Salgueirosa, 2013) intermitente; de alta demanda energética, (D. Coelho, 2014) poder
y velocidad (J.Guilherme, 2014); y en el que el 70% del sustrato energético proviene de la via
anaerdbica y el 30% de la via aerdbica. (Scott K. Powers, 2012)

Un estudio realizado monitorizando los partidos de los 48 partidos de la fase de grupos de la copa
mundial de la FIFA en Brasil 2014 muestra que los jugadores llegan a recorrer de 10-13 Km por
partido y que abarcan el 59% de la distancia total a intensidad baja o caminando, el 16% a
intensidad alta y el 25% a intensidad media. (P.chumara, 2014) Los jugadores que cubren mayor
distancia son los mediocampistas, (J.Bangsbo, 2006). Otros estudios muestran que realizan la
actividad con intensidades proximas al umbral anaerdbico, (Salgueirosa, 2013) con promedios y
picos de frecuencia cardiaca alrededor de 85-98% de sus valores maximos y equivalentes a
promedios de consumo de oxigeno durante los juegos de aproximadamente el 70% de VO2max y
raramente por debajo del 65% sugiriendo que incluso en periodos de descanso los requerimientos
de oxigeno sean altos; (J.Bangsbo, 2006) Lo que indica la alta demanda energia aerdbica a lo largo
del juego (Salgueirosa, 2013).
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De igual forma se ha visto que existen periodos de ejercicio de alta intensidad intermitentes
importantes (por lo menos de 150-250 acciones breves intensas durante un juego) con cambios
frecuentes de intensidad cada 4-6 segundos como movimientos cortos, sprints, carreras de alta
intensidad (que representan cerca del 10-20% de la distancia total recorrida ), saltos, cabezazos,
dribles, competir por la posesidon del baldn, taclear, tolerar el contacto fisico y tiros a gol que indican
la alta necesidad de energia anaerdbica dada por las fibras musculares tipo 2, de rapida velocidad
de contraccién y alta capacidad glucolitica. Esta energia anaerdbica es necesitada para realizar estos
gestos en ciertos momentos del partido como en ganar la posicién del baldn y marcar o conceder
un gol que se reflejan de manera crucial en el resultado del juego. (D. Coelho, 2014) (M. Massida,
2011) (J.Bangsbo, 2006) (Salgueirosa, 2013) (T. Little, 2005) (McArdle, 2015)

Incluso hay estudios que han comparado estos periodos de alta intensidad encontrando
que los jugadores de clase internacional ejecutan 28% mas (p <0.05) carreras de alta intensidad
(2.43km vs 1.90 km) y 58% mads sprint (650 vs 410) que jugadores profesionales de menor calidad
(J.Bangsbo, 2006) y amateurs, y requieren menor tiempo de recuperacion entre ellos. (D. Coelho,
2014)

Se ha visto que los defensas centrales recorren menor distancia y presentan menos carreras
de alta intensidad que los jugadores de otras posiciones. Siendo los atacantes los que realizan
mayores carreras a velocidad que el resto de posiciones (J.Bangsbo, 2006).

Por esta razén los jugadores de futbol deben estar bien entrenados aerébicamente y poseer
fuerza y velocidad suficiente para las altas demandas del deporte (D. Coelho, 2014) .Y en este
sentido un perfil genético favorable para eventos de alta intensidad parece ser deseable para los
atletas de alto nivel (Salgueirosa, 2013).

Dado las altas demandas fisioldgicas mencionadas, no es sorprendente que también esté
asociado con un gran numero de lesiones (Krzysztof, 2013). Estas ultimas se han convertido en el
mayor enemigo del deportista; sin salud no se puede entrenar y sin entrenar no aumenta el
rendimiento para poder competir con éxito (Pruna R. , 2015).

La mayoria de las lesiones ocurren en tejidos blandos. Este tipo de lesiones afectan en el
futbol tanto a musculos como también a tendones y ligamentos, y mas del 90% de ellas se producen
por el mecanismo de no contacto. (PrunaR., 2015)

C) FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL MEJOR RENDIMIENTO FISICO

El rendimiento fisico y la predisposicion de lesiones son influenciadas por un enorme
fendmeno multifactorial y son determinado por numerosos factores intrinsecos (edad, sexo,
genética, comportamiento motor, perfil fisioldgico y psicolégico, motivacidn) y extrinsecos
(entrenamiento fisico, nutricién, tradicion deportiva de la familia, ubicacion geografica, desarrollo
de oportunidades, calzado) asi como la interaccién entre ellos. (J.Guilherme, 2014) (Kambouris M,
2014) (M. Massida, 2011), (Cos, 2010)

Se cree que los factores extrinsecos influyen hasta en el 70% en el rendimiento deportivo
(O. Bejar Mejia, 2013)
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De igual forma se ha visto que el ejercicio induce cambios en la expresién génica en
diferentes 6rganos y sistemas, como el musculo, la vasculatura y las vias energéticas en diferentes
fases del ejercicio y recuperacidn post-ejercicio que tienden a hacer mas eficientes las condiciones
metabdlicas. (O. Bejar Mejia, 2013)

D) VARIANTES POLIMORFICAS MAS CONOCIDAS EN LOS DEPORTES

El genoma se refiere a la coleccion de material genético heredable transmitido de la
generacién inmediata. Un gen es considerado como una regidn especifica del genoma donde la
secuencia de ADN (Acido Desoxirribonucleico) codifica un producto biolégico activo, que en la
mayoria de los casos resulta en una proteina. (J.Guilherme, 2014)

Todos los individuos tenemos 2 copias de cada gen que son llamados alelos. Un alelo es
encontrado en una regién especifica de un cromosoma mientras que el otro alelo (que es el mismo
gen pero en ocasiones formado por secuencias no exactamente idénticas) es encontrado en la
misma region del cromosoma homologo (uno proveniente de la madre y otro del padre). Por ello el
genotipo de un individuo puede ser: 1) homocigoto (2 alelos de la copia “normal” del gen), 2)
heterocigoto (un alelo de la copia “normal” y otra copia del gen polimérfico), o 3) homocigoto (2
alelos del gen polimérfico o mutado) (J.Guilherme, 2014) (Salgueirosa, 2013)

Aungque todos los humanos compartimos genes similares, se observan algunas variaciones
en las secuencias de estos genes. Se estima que esta variacion individual solo ocurre en el 0.1% del
genoma. Sin embargo esta pequeiia porcién de variacién explica la gran diversidad fenotipica que
existe entre los humanos (J.Guilherme, 2014)

Si estas variaciones ocurren en regiones codificantes pueden llegar a afectar la secuencia
de aminoacidos en una proteina y dependiendo del tipo de variacidn, la proteina puede ser ligera o
severamente afectada. Entre mayor sea la estructura afectada mayor sera el impacto fisiolégico que
tendra. Esta proteina variante puede ser menos funcional o incluso no funcional e en ocasiones
afectar la respuesta de un individuo a un tratamiento especifico u otros estimulos. Por otro lado,
cuando la mutacién ocurre en regiones no codificantes del genoma, la estructura normalmente
no se vera afectada y el impacto fisioldgico serd menos pronunciado. (J.Guilherme, 2014) (Pruna R.
,2013)

Algunas variaciones genéticas son raras y otras comunes. Cuando las variaciones aparecen
en menos del 1 % de la poblacién son consideradas mutacidn, cuando su frecuencia en la poblaciéon
es mayor del 1 % esta se considera variante polimdrfica (J.Guilherme, 2014).

Una variante polimodrfica de nucledtido simple (SNPs del inglés single nucleotide
polymorphisms) es una variacidn en la secuencia de ADN que ocurre cuando un nucledtido simple
en el genoma es cambiado o difiere entre miembros de la misma especie o entre cromosomas
pareados en un individuo. (Pruna R., 2013)

El fenotipo es la expresion del genotipo en un determinado ambiente. Los rasgos fenotipicos
incluyen caracteristicas tanto fisicas como conductuales. Es importante destacar que el fenotipo no
puede definirse como la manifestacién 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
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en el organismo, como su morfologia, desarrollo, propiedades bioquimicas, fisiologia y
comportamiento. (Muniessa, 2011)

Algunas variaciones en las secuencias del ADN han sido asociadas con fenotipos especificos
relacionados con desempeiio atlético, incluyendo resistencia, fuerza, susceptibilidad a lesiones,
composicion de masa corporal, aptitud psicolégica (Kambouris M, 2014)

El nimero de variaciones génicas que correlacionan potencialmente con el desempefio y
rendimiento deportivo se ha incrementado, y en la actualidad se conocen 165 genes autosémicos,
5 del cromosoma X y 17 mitocondriales. El mapa genético de fenotipos asociados a desempefio y
acondicionamiento fisico se publica constantemente en la revista Medicine and Science in Sports
and Excercise. La ultima publicacidn abarca unos 200 genes aunque se considera que esto solo es la
punta del iceberg y falta analizar el papel del resto de los 23 000 genes codificantes en el desempefiio
deportivo. (O. Bejar Mejia, 2013)

Los principales 20 genes cuyas variantes génicas se han asociado a rendimiento deportivo
se muestran en la tabla 1:

Tabla 1. Genes asociados a rendimiento deportivo

Nombre del Frecuencia Inluencia en la actividad fisica
Gen media del
Genotipo

ACE 21 Segun el alelo se mejora el desempefio en pruebas de
resistnecia o la fuerza muscular medida por hipertrofia
muscular.

ACTN3 18 La alfa-actina es importante para la contraccion y anclaje de los
filamentos musculares, lo que favorece la fuerza y potencia
musculares.

ADRA2 62 Los receptores adrenergicos median la activacion de la

adenilato ciclasa a traves de proteina G y unen a epinefrina;
por ello, variantes genicas que reduzcan su expresion pueden
tener efectos ergogenicos en deportes de tiro.

ADRB2 35

AMPD1 80 Minimizan la acumulacion de ADP al metabolizar el AMP y
favorece la produccion de ATP.

APOE 24 Media la union, internalizacion y catabolismo de particulas

lipoproteicas que pueden ser empleadas en las vias
energeticas.

ATP1A2* 81 Importante en la adaptacion fisica e incrementos de VO2max
en respuesta al entrenamiento.

ATP1A2 5

BDKRB2 15 Modula la hipertrofia del ventriculo izquierdo del corazon ante
el ejercicio.

CKM 49 Creatina cinasa capaz influir el VO2max y la eficiencia delta
muscular.

EPAS1* 33 Factor Transcripcional implicado en la respuesta celular a

hipoxia, como eritropoyesis, regulacion vascular y
metabolismo anaerobio.
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EPAS1 19

HFE 4 Proteina tipo MHC clase I.

H1F1A 77 Proteina del MHC clase |

HLA-A 2 Proteina del MHC clase |

MT-ND5* 93 Codifica para la NADH deshidrogenasa 5, la cual forma parte

del complejo | de la mitocondria necesario para la fosforilacion
oxidativa y la produccion de ATP.

MT-ND5 7

MT-ND5 7

MT-TT 7 MT-TT es un ARN pequefio de 66 nucleotidos mitocondrial,
gue transfiere tironina al polipeptido creciente durante la
traduccion.

PPARA 70 Factor transcripcional que regula la homeostais de lipidos,
glucosa y energetica.

PPRAGC1A 40 Proteina coactivadora de una serie de genes que controlan la

fosforilacion oxidativa.
*Los genes marcados presentan mas de una variante polimérfica en el gen asociado a la actividad fisica. Modificado de O. Bejar
Mejia 2013.

Ademas en muchos de estos genes y sus variantes no se ha confirmado su asociacion al
reproducir estudios, por lo que menos de 10 variantes genéticas han sido consistentemente
asociadas con el desempefio deportivo. (J.Guilherme, 2014)

Las variantes polimdrficas mas frecuentemente investigados en términos de rendimiento
fisico o predisposicion de la capacidad atlética son el gen de la Enzima Convertidora de angiotensina
(ECA o ACE por sus siglas en inglés) y el gen Alfa-actinina-3 (ACTN3). (K. Ulucan, 2015) (Cafizares,
2015)

Asi también, estudios recientes en el campo de la biologia molecular muestran que la
expresion de muchos genes implicados en la reparacidon del tejido conectivo, la estructura del
coldgeno, los proteoglicanos y/o glicoproteinas y su composicién podrian explicar los diferentes
comportamientos observados en los deportistas frente a una misma lesién (tendinopatias, lesiones
ligamentosas y musculares). Uno de los mas estudiados es el gen del Colagena tipo 1 (COL1A1).
(PrunaR., 2015) (Collins M. R., 2009) (Pruna R., 2013)

VARIANTE POLIMORFICA ACE

La variante polimdrfica de la ACE fue la primera relacionada con el desempefio deportivo,
identificado en 1998 y actualmente uno de los mas estudiados en varias poblaciones (M. Massida,
2011) (M.Michelli, 2011) (F.MA, 2013) (J.Guilherme, 2014).

El gen ACE estda implicado en el Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAS) que
participa en la regulacion del volumen sanguineo, la presion arterial, la funcién cardiaca y vascular.
Se situa en el endotelio de los vasos pulmonares y su funcidon es convertir la angiotensina | en
angiotensina Il. La angiotensina Il es un vasoconstrictor muy potente, actia aumentando la
resistencia vascular, la presion arterial. A su vez, |la propia ACE degrada la bradiquidina, que es un
vasodilatador (Cafiizares, 2015)
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El gen ACE se localiza en el cromosoma 17, sitio q23 , comprende 26 exones y 25 intrones
con 20.546 pares de bases y en su intron 16 existe una variante génica de insercién (1) o delecién (D)
de 287 pares de bases resultando en 3 genotipos de Insercion/insercion (l1), Insercién/delecion (1D)
y Delecidn/Delecién (DD). (K. Ulucan, 2015) (O. Bejar Mejia, 2013)

Chromosome 17
ACE Gene

H-HHHHHHH———H—a

T

Intron 16
Inserfion (1) or Deletion (D) of a 287 bp alu repetitive sequence

Non-Coding Regions (Introns)
# Coding Regions (Exons)

Figura 1. Localizacion Gen ACE. Tomado de Caiiizares 2015

El alelo | se ha relacionad con niveles circulantes bajos de ACE y se ha encontrado en mayor
frecuencia en atletas que practican deportes de resistencia como carrera de media y larga distancia,
caminata, remo o escaladores de gran altitud (K. Ulucan, 2015) (M. Massida, 2011). Se cree que este
es efecto mediado por una mayor eficiencia mecanica de los musculos esqueléticos y la proporcidn
de las fibras musculares (O. Bejar Mejia, 2013), asi como con un menor nivel de post-carga,
facilitando la labor de la bomba cardiaca. (Cafiizares, 2015)

Asi también el alelo D se asocia a mayores niveles circulatorios de ACE y, por tanto, a
incrementos en la presidn y flujo sanguineo. Algunos estudios han demostrado mayor frecuencia
del alelo D en los que se dedican a deportes que requieren fuerza explosiva muscular como carrera
de corta distancia, salto de longitud, sato de altura o natacién de corta distancia (O. Bejar Mejia,
2013) (K. Ulucan, 2015) (M. Massida, 2011) (F.MA, 2013). Se cree que esto es mediado por un efecto
de hipertrofia muscular secundaria a un aumento plasmatico y tisular de los niveles de angiotensina
Il (O. Bejar Mejia, 2013)

Otro dato que se ha observado es que cerca 70.4% de los atletas con fenotipo DD, 42% de
los individuos con fenotipo DI y 0% de aquellos con genotipo Il alcanzan criterios de hipertrofia
ventricular izquierda (0. Bejar Mejia, 2013)

VARIANTE POLIMORIFCA ACTN3

En 1999 fue identificada por primera vez la variacion polimdrfica del gen ACTN3
(Salgueirosa, 2013). El gen ACTN3 pertenece al grupo de genes que afecta a la estructura muscular.
Se localiza en el brazo largo del cromosoma 11(11g23). Esta formado por 16.407 bases de secuencia
gendmica, y se compone de 21 exones. Contiene una region codificante de 2,858 pb, y la proteina
gue codifica presenta 901 aminodcidos. Esta proteina se llama a-actinina-3 y su funcidn principal es
la contraccion muscular. (Cafiizares, 2015) (Muniessa, 2011)
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La alfa actina 3 es una isomorfa de las a-actininas sarcoméricas, importantes componentes
de la linea Z, donde actian como punto de anclaje, conectdndose a los filamentos de actina, y
manteniendo el ordenamiento de los miofilamentos y la contraccidn coordinada de los mismos. Asi
como también ayuda en el mantenimiento y reparacion de la miofibrilla. (Cafiizares, 2015) (D.
Coelho, 2014)

La expresion de la a-actinina-3 se limita a las fibras musculares tipo Il o de contraccion
rapida. Por eso, la presencia de a-actinina-3 tiene un efecto positivo en la funcion muscular,
permitiendo generar una contraccién mds eficaz y rapida de los musculos; caracteristica
imprescindible para la excelencia en deportes donde son necesarias la fuerza y la rapidez de
contracciéon muscular como carrera de velocidad o levantamiento de pesas. (O. Bejar Mejia, 2013)
(Cafiizares, 2015)

En este gen, el cambio polimdrfico de un nucledtido C = T en la posicidon 1747 del exdn 16
provoca una mutacién sin sentido donde una arginina (R) es remplazada por un codén de paro (X)
prematuro en el aminoacido 577(R577X, rs1815739), lo que ocasiona una pérdida de la funcion de
dicha proteina. (O. Bejar Mejia, 2013) (F.MA, 2013) Como resultado se obtienen 3 posibles
combinaciones de genotipos (RR, RX o XX) siendo la variante XX la que resulta en una completa
deficiencia de la produccién de ACTN3. (Salgueirosa, 2013)

Chromosome 11
ACTN3 Gene

Exon 15: ine (Q) to Arginine (R)

Exon 16: Arginine (R) to Stop Codon (X)

Non-Coding Regions (Introns)
# Coding Regions (Exons)

(1

Figura 2. Localizacion Gen ACTN3. Tomado de Caiiizares 2015

De esta forma en los portadores homocigotos para el variante polimérfica 577XX, la pérdida
de la proteina ACTN3 implicaria desventajas notables en la contraccidn de las fibras musculares. Por
tanto, atletas con la variacién alélica 577RR o 577RX cuentan con una ventaja genética asociada a
mejor desempefio de actividades fisicas que requieran velocidad y fuerza muscular, comparados
con individuos con genotipos 577XX. (O. Bejar Mejia, 2013) (Cafiizares, 2015) De igual forma la
variacion alélica 577XX podria ser postulada para contribuir al desempefio de resistencia (F.MA,
2013)

VARIANTE POLIMORFICA COL1A1

Los tendones y ligamentos son estructuras constituidas por varios tipos de colagenos
especialmente coldgeno tipo | (70-80% de su peso en seco), asi como pequeiias cantidades de
coldgeno tipo LV, XIl y XIV, proteoglicanos y glucoproteinas (Posthumos, 2009) (Stepien-
Stodkowska, 2013). En el musculo esquelético el colageno es la proteina estructural mayoritaria en
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la matriz celular, constituyendo el soporte estructural donde se sujetan entre si los miocitos y las
bandas musculares. (Pruna R., 2015)

TypeV collagen
(minor fibrillular collagen)
COL5A1, COL5A2, COL5A3

Tenascin C

¢ s \ / . <€ (glycoprotein)
2] ng 7 2 L
(777777777 < (major fibrillular collagen)

A

[ZZ77777777777777777772277772777 0 222777777773 COL1A1, COL1A2
[777777222272272727222227222227223 ez
22 [ Type lll collagen

i e (major fibrillular collagen)

| 7777777272222777 MM 777022222227 GZ72777777727727772)
GZ22777777777777777777722 WZZ777777772) COL3A1
72 7]
‘ Type Xl and XIV collagens

A <«— (FACITS)
COL12A1, COL14A1

MMP3

Figura 3. Colageno en las estructuras musculares. Tomado de (Collins M.R., 2009)

La molécula de colageno tipo | es un heterotrimero conformado por 2 cadenas alfa 1y 1 cadena alfa
2 que son codificadas por los genes COL1AI(cromosoma 17g21) y COL1A2 (cromosoma 7q)
respectivamente. (Collins M. R., 2009) (Stepien-Stodkowska, 2013) (Posthumos, 2009)

Se havisto que una de las variantes polimérficas mas estudiadas en el gen del colageno tipo
1(COL1A1) e inicialmente descrito en 1996, la sustitucién G-T dentro del sitio de unidn intronica Sp1
(COL1A1 SP1 +1245G/T, rs1800012), aumenta la afinidad para el factor de transcripcion Spi,
resultando en incremento de la expresiéon del gen COL1A1. (Posthumos, 2009) (Collins M. R., 2009)
(Collins M. P., 2010) (Krzysztof, 2013)

Se ha teorizado que el alelo variante T del sitio de unién de la variante polimérfica SP1
aumenta la unidon del factor de transcripcion SP1 incrementando la expresion COLIAl y la
produccidon de cadenas alfa 1, resultando en la producciéon de un homotrimero alfa 1. (Stepien-
Stodkowska, 2013).

En todos los estudios se ha visto que el infrecuente genotipo TT tiene un papel protector
en lesiones agudas de tejidos blandos (Collins M. R., 2009) incluyendo ruptura de LCA (Krzysztof,
2013), luxacion de hombro y rupturas de tendén de Aquiles (Collins M. P., 2010) (Stepien-
Stodkowska, 2013)

E) Importancia de las variantes polimaérficas (ACE, ACTN3 y COL1A1) en la
mejoria de rendimiento fisico, seleccion de jugadores y prevencion de
lesiones.

Los jugadores con mejor preparacion fisica pueden desempefiarse a altos niveles de
intensidad y en algunos casos decidir el resultado del juego. La mala preparacion fisica resulta en
rapida presentacion de fatiga, aumento del nimero de errores cometidos, perdida en el juego uno
a uno, y menor efectividad de las acciones técnico- tacticas especialmente en el ultimo cuarto del
juego. (P.chumara, 2014)

20



Algunos autores argumentan que las pruebas para conocer la variedad de patrones
genéticos en los jovenes nos podrian dar informacidén acerca de los mecanismos relacionados con
el desempefio atlético y ampliar nuestro conocimiento de la fisiologia y patologia en dmbitos
como medicina del deporte o medicina en general (M.Michelli, 2011); podrian ayudar en el potencial
uso de terapia génica para el tratamiento de lesiones deportivas (M. Massida, 2011); podrian ser
usadas para establecer cuales variantes polimodrficas son mejores para el desempeiio fisico de los
diferentes deportes (K. Ulucan, 2015) y que en consecuencia se usen como una forma de seleccién
de talentos de potenciales atletas; o podrian usarse para optimizar los planes de entrenamiento y
prescripcidn de las cargas de forma individualizada, incrementando las oportunidades de alcanzar
su pico de desempefio fisico segun las caracteristicas genéticas tanto de atletas (O. Bejar Mejia,
2013) (Salgueirosa, 2013) como no atletas. (J.Guilherme, 2014).

Sin embargo hay que tener cuidado ya que los beneficios podrian ser contrapuestos con el
uso potencial del doping Genético (M. Massida, 2011) o Incluso la explotacién deportiva por el
deseo de tener potenciales campeones a edades tempranas (Cafiizares, 2015)

Es importante también recordar que un solo gen no es util para predecir la completa
variabilidad en el desempenfio, predisposicidn a lesiones o si el deportista podra alcanzar resultados
de alto nivel en su disciplina (M. Massida, 2011) debido a que existen otros muchos genes que
pueden compensar la funcidn alterada del gen polimorfico (J.Guilherme, 2014)

F) ESTUDIOS PREVIOS

Michelli y colaboradores estudiaron la frecuencia de distribucion del genotipo ACE D/I en
125 jugadores de soccer de medio y alto nivel de la federacién italiana de soccer y comparado con
poblacién sedentaria como control sin obtener diferencia significativa (Atletas: DD 0.51%, ID 0.42%,
110.07% vs Control: DD 0.44%, ID 0.43%, 11 0.13%). De igual forma estos mismos autores estudiaron
la asociacion entre los genotipos y el desempefio atlético, encontrando que los sujetos con genotipo
ID( 37.414 cm) presentaban diferencia significativa en los valores de Squat Jump en comparacién
con sujetos con genotipo DD(33.1£3.9cm) e 11(30.441.9) con una p = 0.02.En Countermovent jump
encontraron que los sujetos con genotipos ID(38.8+3.6cm) presentaban mejores resultados que los
sujetos con genotipo DD (35.9%4.1) y genotipos Il (34.7£1.9)con una p=0.04 (M.Michelli, 2011)

Massida y colaboradores estudiaron la distribucién del genotipo ACE vy la frecuencia de los
alelos en 26 Jugadores elite Italianos (19-36 afios) (20 de estos de ascendencia italiana de 3
generaciones, 10 de los 26 miembros de la seleccién italiana, y 1 de ellos ganador de la medalla de
oro en el mundial FIFA 2006) vy la compararon con un grupo de control de 85 italianos sanos,
sedentarios. Posteriormente cuantificaron la relaciéon entre las variantes polimérficas y algunos
parametros de fuerza de miembros inferiores como conuntermovement jump y squat jump, asi
como carrera de 20 m (10+10m) (M. Massida, 2011). Ellos encontraron frecuencia de genotipos en
jugadores de la siguiente manera: DD 50%, ID40%, Il 10%; Frecuencia alelo D 70%, alelo | 30%.
Controles genotipo DD 46%, ID 41%, 1113%, frecuencia de alelo D 66%, alelo | 33% no siendo
significativa en genotipos P=0.72%, ni en alelos P=0.71%. Tampoco encontraron diferencia
significativa entre la fuerza muscular y los diferentes genotipos. (M. Massida, 2011)

Salgueirosa en 2013 estudio 40 futbolistas de un equipo de primera division de futbol soccer
brasilefio. Genotipificd variantes polimérficas del gen ACTN3 y de la ACE por medio de PCR de su
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ADN. Ellos también evaluaron algunas caracteristicas fisicas con indicadores de desempefio
(velocidad, salto vertical, VO2max, Pruebas anaerdbicas). Las frecuencias alélicas y genotipicas de
ACTN3 (RR=45%, RX=50% y XX=5%; distribucidn alélica R=70% y X=30%) y ACE |/D (DD=30%,
ID=57,5% e 11=12,5%; distribucidn alélica D=58,8% e 1=41,2%) no mostraron diferencia significativa
en comparacion con el grupo de poblacién control. Ademads ellos no encontraron diferencia
significativa entre los genotipos ACTN3 y ACE para ninguno de los indicadores de desempeifio fisico.
(Salgueirosa, 2013)

E. Pimienta en 2013 estudio 200 jugadores masculinos brasilefios de un equipo de soccer
de 12 divisién a los que dividid por grupos segun genotipo del ACTN3 y posteriormente realizé
pruebas para valora la fuerza, velocidad y resistencia. De los 200 jugadores 92(45%) eran
homocigotos RR, 96(44%) eran heterocigotos, 22(11%) eran heterocigotos XX. Ellos notaron que los
individuos RR presentaron menores tiempos al realizar carrera de velocidad de 10 m, comparados
conindividuos XX (p, 0.05). Los individuos RR también presentaron menores tiempos de carrera para
20y 30 m comparados con los individuos con genotipos RX y XX (p, 0.05). En la prueba de salto, los
genotipos RR y RX presentaron resultados mas altos comparados con los genotipos XX (p, 0.05). Los
genotipos XX presentaros valores de VO2max mayores comparados con los grupos de genotipo RR
(p, 0.05) (E. Pimenta, 2013)

Dionisio en 2014 estudio 220 jugadores de futbol soccer profesional de entre 14-20 afios
del club de futbol Sao Paulo de Brasil, en donde estudio si los variantes polimérficas de ACTN3,
AMPD1 , ACE y AGT solos o combinados podrian influenciar los pardmetros de desempeiio y
encontré que en cuanto a la distribucidn de los variantes polimorficas de la ACE 47% presento DD,
34% 1D, 19% Il en general y al separarlos por categorias en la sub14 encontré DD 46%, ID 34%, Il
20%; Sub15 DD 50%, ID 33%, 11 17%, Sub 16 DD 51%, ID 29%, 11 20%, Sub 17 DD 35%, ID 43%, Il 22%,
Sub 20 DD 72%, ID 18%, |1 10%, observando mayor prevalencia de la variante polimérfica DD, menor
de Il y siendo progresiva la presencia de DD desde sub14 hasta sub20 con la excepcion de la sub17.
Encontrd también diferencia significativa en el genotipo DD con saltos mas altos en el Counter
movement Jump comparado con ID /Il en la categoria sub17. En los test de resistencia algunos
jugadores de la categoria sub16 con genotipo ID /Il tuvieron mayores distancias recorridas que los
del genotipo DD, y asi también en categorias sub 14 y sub 17 los genotipos DD tuvieron resultados
favorecedores en la prueba de velocidad de 30 metros (Dionisio, 2014) En cuanto a la distribucion
de variantes polimdrficas de ACTN3 encontré que 32% fueron homocigotos RR, 53% heterocigotos
RX, 15% homocigotos XXy al separarlos por categorias en sub 14 encontré 32% RR, 51% RX, 17%XX;
sub15 30% RR, 50% RX, 20% XX; sub 16 29% RR, 54% RX, 17% XX; Sub 17 36% RR, 43% RX, 21% XX,
Sub 20 36%RR, 64%RX, 0% XX. En relacion alas pruebas fisicas, observé que aquellos con genotipos
RR/RX obtuvieron mejores resultados en las pruebas de salto comparado con los atletas con
genotipos XX (Dionisio, 2014).No se detecté diferencia significativa en los atletas con genotipos XX
e Il en comparacion de los genotipos RR/DD (Dionisio, 2014)

Cohelo en 2014 en su estudio incluyo 140 jugadores masculinos de futbol profesional
(N:83), Sub 14(N:43) y amateurs (N:14) el genotipo y las frecuencias observadas para el gen ACTN3
en cada categoria fueron: Sub 14 (58% RR, 30% RX, 12% XX, 73% X y 27% R), Profesionales (43% RR,
52% RX, 5% XX, 69% R y 31% X), Amateurs (57%RR, 21% RX, 21% XX, 68% R y 32% X) Encontrando
menor frecuencia de la variante XX y mayor frecuencia de la variante RX en jugadores sub 14 y
Profesionales en comparacién con el grupo de amateurs (p = 0.03). (D. Coelho, 2014)
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Ulucan y colaboradores describieron la prevalencia de genotipo ACE y ACT3 en 25
jugadores de futbol turcos. Encontrando para el genotipo ACE que el 16% presentaron genotipo ll,
44% ID y 40% DD; en conjunto ID y DD sumaron 84%. La frecuencia de alelos fue de 38% para |y de
62% para D. Y para el genotipo ACTN3 las frecuencias genotipicas de 20% XX, 36% RX y 44% RR. Y
frecuencias alélicas de 62% para Ry 38% para X (K. Ulucan, 2015)

La diferencia de distribucién de los genotipos en las diferentes categorias podria ser
explicada debido ala seleccién artificial de jugadores de futbol con caracteristicas mixtas que ocurre
al ir avanzando en categorias, (D. Coelho, 2014) (Salgueirosa, 2013) sin embargo esto debe ser
tomado con precaucidn ya que existen otros factores como los cognitivos, la técnica y la tactica que
pueden influir en el desempefio de los futbolistas (D. Coelho, 2014)

En cuanto a los estudios de COL1 en la predisposicidn de lesiones se encuentran los
siguientes trabajos:

Posthumos en 2009 determino si la variante polimérfica del sitio de unién funcional Spl
dentro del intron 1 del gen COL1A1 es asociada con ruptura del Ligamento cruzado anterior. Estudié
117 participantes caucdsicos con diagnostico quirdrgico de ruptura del LCA y 130 controles
caucasicos fisicamente activos sin historia previa de lesién de ligamento o tendén encontrando
significantemente baja presencia del genotipo TT en el grupo de lesidn de LCA (GG 68.4%, GT 31.6%,
TT 0.0%) comparado con los controles (70%, GT 25.4%, TT 4.6%), indicando un posible rol protector
de este genotipo en las lesiones. Asi también encontraron que los pacientes con lesion del LCA
tuvieron 4 veces mas familiares con historia de alguna lesion ligamentaria comparada con los
controles. (Posthumos, 2009)

Collins en 2010 hizo un anadlisis secundario de datos combinando los resultados de 3
diferentes estudios publicados y observo que el genotipo TT del gen COL1A1 del sitio de unién SP1
fue subpresentado, en las rupturas agudas de tejidos blandos, en particular en el ligamento
cruzado(0.3%) en comparacion del grupo control (4.1%) de los 3 estudios analizados, con resultados
similares en el grupo de luxacién de hombro+ lesion ligamento cruzado(0.4% ) y en el grupo de
todas las lesiones de tejidos blandos(0.4%). Concluyendo que el genotipo TT es visto como un
genotipo protector en atletas contra lesiones agudas de tejidos blandos (Collins M. P., 2010)

Stodkowska en 20013 estudio la asociacion de la variante polimadrfica +1245 G/T en el gen
COL1A1 y su relacién con ruptura del ligamento cruzado anterior en 138 esquiadores polacos
masculinos con diagnostico quirdrgico de ruptura LCA y un grupo control compuesto por 183
esquiadores masculinos aparentemente sanos con el mismo riesgo de lesidn, sin lesion de ligamento
o tenddn, sin observar diferencia significativa de la distribucidn de alelos, pero si en la distribucion
de genotipos entre los esquiadores con lesidn(GG65.2%, GT33.3%, TT1.5% G81.9%, T18.1%) y los
controles (GG76%,GT21.3%,TT2.7%, G86.6%, T13.4%) con 1.43 veces menor riesgo de ruptura del
LCA en pacientes con alelos G comparado con T. (Stepien-Stodkowska, 2013)

Krysztof en 2013 estudio la asociacion de la variante polimérfica COL1IA1 spl +1245G/Ty
COL1A1 -1997G/T individualmente y como haplotipos con la ruptura de LCA en 91 jugadores
profesionales masculinos de Soccer con caracteristicas de entrenamiento similares. Encontrando
gue no habia diferencia significativa en la distribuciéon de genotipos y alelos para las variantes
polimodrficas COL1A1 -1997G/T (rs1107946) y +1245G/T (1800012) entre el grupo con ruptura del
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LCA vy el grupo control. Ninguno de los 91 participantes con ruptura del LCA presentaba el genotipo
TT de la variante polimérfica COL1A1 +1245G/T (rs1800012) (GG 71.4%, GT 28.6%, TT0%) mientras
gue en el grupo control se presentd en 4.2%.(n=6) (GG 67.1%, GT 28.7%, TT 4.2%) (Krzysztof, 2013)

Pruna en 2013 investigo la asociacion de la variante polimdrfica de 8 genes (ELN, TTN,
SOX15, IGF2, CCL2, TNC, COL1A1, COL5A1) en 73 jugadores profesionales de soccer en un equipo
elite de futbol europeo (Barcelona) (49 primer equipo, 26 segundo equipo) con caracteristicas de
entrenamiento similares para determinar la potencial relacion entre los SNPs y el grado de lesién y
tiempo de recuperacién en 3 temporadas consecutivas. Encontrando que las lesiones musculares
eran el padecimiento mas frecuente, y que el grado de lesién muscular se relacionaba con SNPs de
los genes IGF2, CCl2, COL5al, las lesiones ligamentarias con SNPs del gen ELN, y ninguno de los
SNPs estudiados se asocié con lesiones tendinosas. (Pruna R., 2013)
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CAPITULO Il

JUSTIFICACION

Actualmente se utilizan asociaciones genéticas enfocadas a Conocer los perfiles génicos que
podrian ser utilizado para la identificacion de atletas que podrian tener un mejor perfil en de
acuerdo a las caracteristicas fisicas que se requieran segun la disciplina practicada. (M.Michelli,
2011)

Este proyecto se centra en la busqueda de variantes polimdrficas de nucledtido simple que
servird para asociar la carga génica con el rendimiento fisico y la predisposicion alesiones. También
servird para posible disefio de programas de entrenamiento y prevencion de lesiones. Se realiza sin
fin de exclusion solo para fortalecer caracteristicas o potenciar habilidades.

Aunado a todo esto no existe registros de dichas variantes polimdrficas en jugadores
mexicanos y conociendo la variacién que podria existir en los polimorfismos por el origen étnico
(M. Massida, 2011) consideramos que es importante describir la frecuencia de genotipos de ACE,
ACTN3 y COL1A1 en jugadores de Futbol Mexicano y con esto dar pie a otros estudios futuros.
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CAPITULO IV

HIPOTESIS

A) HIPOTESIS ALTERNATIVA:

Los sujetos con genotipos favorables presentaran mejores niveles en los pardmetros de
rendimiento fisico y menor riesgo de lesiones que el resto.

B) HIPOTESIS NULA:

Los sujetos con genotipos favorables no presentaran mejores niveles en los pardmetros de
rendimiento fisico ni menor riesgo de lesiones que el resto.
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CAPITULO V

OBIJETIVOS

A) OBIJETIVO GENERAL

Conocer la relacidn que existe entre las variantes polimdrficas de los genes ACE (alelos I/D
y genotipos Il, ID, DD), ACTN3 (Alelos R/X y genotipos RR, RX, XX) y COL1A1 (alelos G/T y genotipos
GG, GTy TT) con parametros de rendimiento fisico y de predisposicién a lesiones en diferentes
niveles de competencia de un Equipo Mexicano de Futbol Profesional.

B) OBIJETIVO ESPECIFICOS

1.-Conocer la distribucion de las variantes polimdrficas de los genes ACE, ACTN3y COL1A1
en jugadores de 12,22, 32 sub 20, sub 17, sub 15 de division profesional.

2.-ldentificar si existe relacion entre la distribucion de las variantes polimorficas de los
genes ACE, ACTN3 y COL1A1 con el Nivel de competencia.

3.-Relacionar parametros de rendimiento fisico e historial de lesiones con la distribucion
de las variantes polimorficas de ACE, ACTN3 y COL1A1, respectivamente, en los diferentes niveles
de competencia.
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CAPITULO VI

MATERIALY EQUIPO

A) Reactivos quimicos y material bioldgico

e Muestras de epitelio bucal de futbolistas profesionales masculinos de las diferentes
categorias.
e Paquete para extraccion de ADN PROMEGA® Wizard® SV Genomic DNA Purification
System.
e Reactivos para amplificacién por PCR genes ACE, ACTN3, COL1A1
o Polimerasa GoTaqg Green Master Mix:
o Oligonucledtidos cebadores (PRIMERS):
= ACEI/D
=  ACTN3 R577X (rs1815739)
= COL1A1 (rs180012)
o Material para verificacion de PCR
=  Agarosa SIGMA®
=  Marcador molecular BioLine® Hyperladder
=  Marcador molecular PROMEGA® 50pb DNA step Ladder

B) Equipo Técnico

e Micropipetas

e Termociclador labnet

e Camara electroforética

e Fuente de poder

e Transiluminador

e Microcentrifuga

e Vortex

e Balanza analitica

e Termomixer

e Cabina de bioseguridad

e Microondas LG

e Congelador TOR REY

e Equipo espectrofotometria de micro volimenes NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™)
para cuantificacion de ADN
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CAPITULO VII

METODOLOGIA

A) Diseiio metodolégico

Es un estudio descriptivo, transversal, comparativo.

B) Poblacion de muestra

La muestra se tomé por conveniencia. Incluimos las plantillas completas de Jugadores
profesionales de Futbol de las Categorias: Primera Divisidn, Segunda Divisidn, Tercera Divisidn, Sub
20, Sub 17, Sub 15 de un equipo de la Liga Mexicana de Futbol Profesional del estado de Nuevo

Ledn de la temporada 2017-2018 y que cumplieran los siguientes criterios:
CRITERIOS DE INCLUSION

o Jugadores profesionales del equipo de futbol seleccionado, que estén registrados ante
la Federacidon Mexicana de Futbol

Edad 13 aiios en adelante.

Sexo Masculino

Integracion voluntaria al estudio

Firmar Consentimiento informado por ellos o su representante legal en caso de ser
menores de edad. (Ver Anexo 1y 2)

En caso de menores de edad (13-17 anos) firma de asentimiento informado (Ver Anexo
3)

O O O O

O

CRITERIOS DE EXCLUSION

o Jugadores no registrados en la Federacion Mexicana de Futbol

o Negativa por parte de los jugadores o no firmar el consentimiento o asentimiento
informado

o Muestra de ADN no util

o Expediente médico sin datos necesarios para la investigacion.
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C) Esquema General

Toma de
muestra

Extraccion
de DNA

Determinacion de
Polimorfismos

w ACTN3

COL1A1

Electroforesis
en Gel

Revisidon de
Expedientes

Andlisis de
resultados

Figura 4. Esquema General de la metodologia realizada
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D) Obtencion de muestra de mucosa bucal

Previa obtencion y firma de Consentimiento Y/o Asentimiento informado por escrito, los cuales
fueron aprobado por el comité de ética y de investigacién de la Facultad de Medicina de la UANL en
base a los criterios de la declaracion de Helsinsky, se obtuvo muestra de epitelio bucal en un solo

momento de la temporada.

Se indicd a los sujetos frotar el interior de ambas mejillas por 30 segundos de cada lado con un
hisopo de algodon estéril. Posteriormente se sumergid la cabeza de algoddn de los hisopos en
microtubos de 1.5 ml conteniendo 700ul de PBS (Solucion amortiguadora salina y fosfato) estéril,
frotando las paredes del tubo por un minuto aproximadamente. El hisopo se deseché al finalizar.

Los microtubos se mantuvieron a -20°C hasta el momento de la extraccion de ADN.

’} 'S M . ll / )

Frotis de epitelio mucoso 700 uL PBS Almacenamiento
oral a-20°C

Figura 5. Toma de muestra

E) Extraccion de ADN gendmico de muestras de mucosa bucal

La Extraccién de ADN gendmico se realizé por filtracién en mini columna siguiendo el protocolo
de Aislaciéon de ADN Gendmico de tejidos celulares usando una microcentrifuga, descrito, en el
paquete de extraccion de ADN PROMEGA® Wizard® SV Genomic DNA Purification System. Dicho

protocolo se describe brevemente a continuacion y que se muestra en la figura 6.

Lisis y homogenizacion de la muestra

vk wn e

Transferir 400ul de muestra a un nuevo microtubo de 1.5 ml

Afadir 150ul de Wizard® SV Lysis Buffer. Mezclar el lisado

Transferir cada muestra lisada a una mini-columna montada Wizard® nueva.
Centrifugar la mini-columna montada a 13 000 x g por 3 minutos

Remover la mini-columna del montaje y decantar el liquido colectado en el tubo.
Recolocar la mini-columna en el tubo colector.

Anadir 650l de Column Wash Solution (CWA; con etanol 95% afiadido) a cada Montaje.
Centrifugar a 13,000 x g por 1 minuto. Decantar el liquido colectado en el tubo. Repetir
este paso 4 veces.

Desechar el liquido colectado en el tubo y recolocar la mini-columna en el tubo colector.
Centrifugar 2 minutos a 13,000 g para secar la estructura de recoleccion.
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8. Transferir la mini-columna Wizard® SV a un nevo tubo de 1.5 ml. Afiadir 250ul de agua
libre de nucleasas a temperatura ambiente. Incubar por 2 minutos a temperatura
ambiente

9. Centrifugar la mini-columna montada en el nuevo tubo de elusién a 13,000 g por 1
minuto. La elusidn total obtenida fue de 250ul.

10. Desechar la mini-columna y almacenamos el ADN purificado del nuevo microtubo a -20°C.

400 pL 3mina
Y -
dela A 150 pL de Wizard SV . 13,0009
muestra \ lysis buffer 4 r - -
a nuevo < ¢ )
M a tubo ‘ "
) N S,
I > — > e — .L>J
L .
= $
QA
Transferir la [
muestra a |
una columna Repe(lrr veces
vyvy
Almacenar a
-20°C 1mina Microtubo 2mina 650 pL de Column
13,0009 nuevo 13,000g Wash solution
E - —
T . ( ) p—4 ¢ * > —4
Repetir 2 veces g T )
. ) [ |
- - > % - L - ‘;:1_' / e
250 pLde agua L ' o ‘
libre de jos < . ;‘17 4
nucleasas No ~ ~
decantar 250 pL de agua libre de
nucleasas

Figura 6. Metodologia general de la extraccion de ADN gendémico con el kit Wizard® Genomic DNA Purification de
PROMEGA

F) Validacion de la extraccion de ADN genédmico

La cuantificacion del ADN extraido se realizd utilizando el equipo NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific™) y se evalud la presencia de algin contaminante, asi como los ng/ul de cada muestra.

G) Determinacion de Polimorfismos por PCR

Técnica de Amplificacion
Gen ACE

Para el determinar el genotipo del gen ACE 1I/D se utilizé la técnica de PCR punto final,
empleando un par de oligonucledtidos establecidos previamente, los cuales son especificos para
ampliar la region del intron 16, que refleja la ausencia y presencia de la repeticion Alu de 287 pb.
Los oligonucleédtidos utilizados se muestran en la tabla 2. El producto de la PCR es un fragmento de
190 pares de bases ausencia de la insercion y un fragmento de 490 pares de bases en presencia de
lainsercidn
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Tabla 2. Oligonucledtidos Utilizados para la amplificacion especifica del gen ACE y de los genotipicos I/D

GEN SECUENCIA 5-3° TAMARNO DE TEMPERATURA REFERENCIA
AMPLIFICACION  ALINEAMIENTO
ACE F 5'-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT CT-3' DD 190 58° (Barceld , y
11 490 otros, 2001)
ACE R 5-GAT GTG GCC ATCACATTC GTCAGAT-3” DD 190 58° (Barceld , y
11 490 otros, 2001)
Gen ACTN3

Para la determinacién del genotipo del gen ACTN3 se utilizé la técnica de ARMS PCR (sistema de
mutacidn refractario de amplificacidon) empleando 4 de oligonucleétidos establecidos previamente,
los cuales son especificos para detectar la regidn alrededor del codén que codifica para el
aminoacido 577.

Tabla 3. Oligonucledtidos Utilizados para la amplificacién especifica del gen ACTN3 y de los genotipicos R/X
OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS

OLIGO GEN SECUENCIA 5°-3° TAMARNO DE TEMPERATURA  REFERENCIA
AMPLIFICACION ALINEAMIENTO

hACTN3f ACTN3  CGCCCTTCAACAACTGGCTGGA 690 pb 62.3°C (Schadock, y

otros, 2015)

hACTN3r ACTN3 GATGAGCCCGAGACAGGCAAGG 690 pb 62.1°C (Schadock, y

otros, 2015)

hACTN3Tif ACTN3 = CAACACTGCCCGAGGCTGACTG 318 pb 62.6°C (Schadock, y

otros, 2015)

hACTN3Cir ACTN3  CATGATGGCACCTCGCTCTCGG 413 pb 62.3°C (Schadock, y

otros, 2015)

Los 2 oligonucledtidos externos producen un producto de 690 pares de bases. El
oligonucleétido interno de avance combinado con el oligonucleétido externo reverso producira un
producto de 318 pb indicando la mutacién T que ocasiona el coddn de paro. Esto indica que el alelo
X esta presente. El oligonucleétido interno reverso combinado con el oligonucleétido externo de
avance producira un fragmento de 413 pares de bases indicando que el alelo R esta presente.

Dligo externo

GTTGCATATTGTTATGTTATCACAGGT TTAAACAATCCAAGT

CAAACGTTTACGGTTAAACATAATAAATGLATAAAACAATG
Qbgo mtemo ._f
AAAAATATTTCGATGTTTGTTINTTTTATTAGTTGTTGTCTGTT
& Qlige interna

AATAGCAGTTTTGGCTTTAGTGTGRACAATGLCTGAAATCC

TAAGACAGTTAAGACAGGTGAAATATGTTTACCAAGTGAAT

Qhgo externo

Figura 7. Representacion de la técnica de ARMS PCR
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Gen COLIAI

Para la determinacion del genotipo del gen COL1A1 se utilizé la técnica RFLP PCR (técnica
Reaccién en Cadena de la Polimerasa mediante enzimas de restriccion), empleando un par de
oligonucleétidos establecidos previamente, los cuales son especificos para detectar la mutacién del
gen COL1AL.

Tabla 4. Oligonucledtidos Utilizados para la amplificacién especifica del gen COL1A1 y de los genotipicos G/T
OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS

OLIGO GEN SECUENCIA 5°-3° TAMANO DE TEMPERATURA  REFERENCIA
AMPLIFICACION  ALINEAMIENTO

Pr1 COL1A1F COL1A1 = TCCTTAAAAGCTCGCCTGCTCCTCA 572 70°C (Primer1, s.f.)

Prl1 COL1A1R COL1A1 CTAGCGCGGTGGGAGTGGTTAGCTA 572 70°C (Primer1, s.f.)

Para este gen, después de la amplificacidn se hizo digestion o corte del material obtenido. Para
el corte se utilizé la enzima Mls| de thermofisher scientific que nos dio un fragmento 383 pares de
bases para el alelo GG y otro de 328 pares de bases para el alelo TT.

Protocolo de Amplificacion

Las muestras de ADN almacenadas se descongelaron a temperatura ambiente. Se procedié
a preparar una mezcla para cierto nimero de muestras con un control positivo y uno negativo. Las
cantidades de cada reactivo por reaccion variaron dependiendo del gen a amplificar. En la tabla 5
se muestran los componentes y las cantidades de la mezcla utilizada para la amplificacidn del gen
ACE; en la tabla 6 se muestran los componentes y las cantidades de la mezcla utilizada para el gen
ACTN3; en la tabla 7 se muestran los componentes y las cantidades de la mezcla utilizada para la
amplificacidn del gen COL1A1 y en la tabla 8 se muestran los componentes y las cantidades de la
mezcla utilizada para la digestion del producto de la amplificacién del gen COL1A1.

Tabla 5. Mezcla de PCR utilizada para amplificacion de ACE I/D

REACTIVO CANTIDAD
GoTaq® Green Master Mix 12.5 ul
Oligo ACE 1 1.0ul
Oligo ACE 2 1.0ul
ADN Gendmico (50-100ng) 2.0 ul
Agua libre de nucleasas 8.5 ul
TOTAL 25.0 pl
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Tabla 6. Mezcla de PCR utilizada para amplificacién de ACTN3 R/X

ACTN3 ‘
REACTIVO CANTIDAD

GoTaq® Green Master Mix 12.5ul
Oligo ACTN3 1 1.0pl
Oligo ACTN3 2 1.0pl
Oligo ACTN3 3 0.5

Oligo ACTN3 4 0.5

ADN Gendmico (50-100ng) 2.0 ul
Agua libre de nucleasas 8.5 ul
TOTAL 25.0 ul

Tabla 7. Mezcla de PCR utilizada para amplificacion de COL1A1 G/T

COL1A1

REACTIVO CANTIDAD
GoTaq® Green Master Mix 12.5 ul
Oligo COL1A11 1.0l
Oligo COL1A12 1.0pl
ADN Gendmico (50-100ng) 2.0 ul
Agua libre de nucleasas 8.5 ul
TOTAL 25.0 ul

Tabla 8. Mezcla para la digestion o corte de los productos después de la amplificacién de COL1A1 G/T

COL1A1
REACTIVO CANTIDAD

10X Buffer R Mix 2ul
Enzima MISI 1ul
ADN Amplificado COL1A1 (50- w0u
100ng)

Agua libre de nucleasas 18 ul
TOTAL 314l



Después de hacer las mezclas de PCR, las muestras fueron colocadas en el termociclador con el
programa adecuado para cada gen o alelo. En la tabla 9 se muestra el programa utilizado para el
gen ACE, en la tabla 10 se muestra el protocolo utilizado para el gen ACTN3, y en la Tabla 11 el
utilizado para el gen COL1A1.

Tabla 9. Condiciones para el programa del termociclador para PCR del polimorfismo ACE I/D

ACE

PASO TEMPERATURA TIEMPO
Fusidn Inicial 94°C 2:00 min
Fusidn 94°C 1:00 min
Alineacidn 58°C 1:00 min
Extension 72°C 1:00 min

Ciclos 45X
Extension Final 72°C 5:00 min

Tabla 10. Condiciones para el programa del termociclador para PCR del polimorfismo ACTN3 R/X

ACTN3

PASO TEMPERATURA TIEMPO
Fusidn Inicial 94°C 2:00 min
Fusidn 94°C 1:00 min
Alineacidn 64°C 1:00 min
Extension 72°C 1:00 min

Ciclos 45X
Extension Final 72°C 5:00 min

Tabla 11. Condiciones para el programa del termociclador para PCR del polimorfismo COL1A1 G/T

COL1A1

PASO TEMPERATURA TIEMPO
Fusion Inicial 94°C 2:00 min
Fusion 94°C 1:00 min
Alineacidn 70°C 1:00 min
Extension 72°C 1:00 min

Ciclos 45X
Extension Final 72°C 5:00 min

Para la digestion del producto de la amplificacion del Gen COL1A1, se realiza la mezcla de los
componentes, se centrifugo dicha muestra y finalmente se deja incubar a 37°C por 1-16 horas.

Electroforesis en gel de agarosa

Las muestras tratadas por PCR fueron analizadas mediante técnica de electroforesis en gel de
agarosa al 2%. La fuente de poder se ajusté a 100v, 300 mA por 45 minutos en geles con solo una
linea de carriles o 30 minutos en geles de dos lineas. Para la determinacion de los tamafios de los
amplicones (fragmentos ampliados) se utilizaron marcadores de peso molecular de 50pb.

Los geles fueron tefiidos con solucidon de bromuro de etidio y visualizados en transiluminador.
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Para la determinacién del genotipo del Polimorfismo ACE ID, los genotipos Il presentan 1
fragmento de 490 pares de Bases, los DD presentan 1 fragmento de 190 pares de bases y los
genotipos ID presentan 2 fragmentos, 1 fragmentos de 490 pares de bases y 1 un fragmento de 190
pares de bases, asi como se muestra en la figura 8.

490 pb

Figura 8. Gel de Agarosa al 2% teiiido con Bromuro de etidio. Muestra los diferentes genotipos para el polimorfismo
ACE I/D. La “M” representa el marcador de peso molecular de 50pb. Carril 1 representa el marcador, el carril 2y 3
representan el genotipo DD, carril 4y 5 representan el genotipo Il , carril 6 y 7 representan el genotipo ID.

Para la genotipificacién del gen ACTN 3, los genotipos RR tienen 2 fragmentos; 1 fragmento de 413
pares de bases y un fragmento de 690 pares de bases. Los genotipos XX tienen 2 fragmentos; un
fragmento de 318 pares de bases y un fragmento de 690 pares de bases. Los genotipos RX tienen 3
fragmentos; 1 fragmento de 318 pares de bases, 1 fragmento de 413 pares de bases y un fragmento
de 690 pares de bases. En la figura 9 se puede observan lo antes mencionado.

Figura 9. Gel de Agarosa al 2% tefido con Bromuro de etidio. Muestra los diferentes genotipos para el polimorfismo
ACTN3 X/R M: marcador 50pb. La “M” representa el marcador de peso molecular de 50pb. Carril 1 representa el
marcador, el carril 2, 3 y 4 representan el genotipo RR, carril 5y 7 representan el genotipo RX, carril 6 representa el
genotipo XX.
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En la genotipificacion del gen COL1A1, entraremos que, los genotipos GG tienen 1 fragmentos de
383 pares de bases, los genotipos TT tienen 1 fragmentos de 328 pares de bases y los genotipos GT
tienen 2 fragmentos, 1 de 328 pares de basesy 1 de 383 pares de bases. En la figura 10 se ejemplifica
lo expuesto anteriormente.

M
2 E1 E1 B B B G K E K S

Figura 10. Gel de Agarosa al 2% teiiido con Bromuro de etidio. Muestra los diferentes genotipos para el polimorfismo
COL1A1 G/T M: marcador 50pb. Carril 1 representa el marcador, carril 2-9 representa genotipo GT, carril 10 y
rerpresentan genotipo TT

H) Parametros de rendimiento fisico y de predisposicion a lesiones

Se elabord un censo con los datos obtenidos de los expedientes de los jugadores. Estos datos
son generados durante las evaluaciones de salud y capacidad fisica que se realiza a los jugadores al
inicio de la temporada. Dichas evaluaciones constan de: historia clinica completa, Exploracion fisica
y medicién de variables antropométricas y de parametros de rendimiento fisico.

En las variables antropométricas se incluye medicion de peso, porcentaje de masa grasa, y la
masa magra medidos con una bascula de bioimpedancia.

Para medir la capacidad aerdbica o resistencia, utilizamos el consumo mdximo de oxigeno
medido de manera indirecta a partir de una prueba de esfuerzo maxima incremental e intermitente
en banda sin fin con el protocolo descrito por Kinderman (Stegmann H, 1981;2). Se comienza a una
velocidad de 6 km/h con una inclinacién del 5%. Cada etapa tiene una duracion de 3 minutos con
un descanso pasivo de 30 segundos entre cada etapa. En cada etapa se incrementa la velocidad 2
km/h hasta la fatiga volitiva. El consumo de oxigeno se estima a partir de la velocidad méaxima
alcanzada con la féormula descrita por Pugh (BYLGCE, 1970), tomando en cuenta una proporcion
directa del tiempo realizado durante la ultima etapa alcanzada.

Para medir la capacidad anaerdbica o fuerza maxima, utilizamos el pico de torque de musculos
extensores y musculos flexores de rodilla, expresado en Newtons metro (Nm), que se mide con una
prueba isocinética a través de un protocolo concéntrico/concéntrico a 60°/s en un dinamdmetro
(System 4 Pro™, Biodex). Se hizo un promedio de los maximos, tanto en el grupo de musculos
extensores como en el grupo de musculos flexores de ambas extremidades.

Para la predisposicién a lesiones utilizamos el historial de lesiones antiguas y operaciones que
los jugadores reportan durante su historia clinica y las clasificamos por tipo de estructura lesionada.
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No tomamos en cuenta el momento en el que se produjo la lesién, ni la severidad. Se clasifico como
antecedente de lesidn Sl o antecedente de lesion NO segun el tipo de tejido lesionados.

I) Analisis estadistico

Se realizo la recoleccidn de datos y el andlisis estadistico con el sistema SPSS (Stadistical
Package for Social Studies) version 25 (IBM, Armonk, NY, USA). Se valoré la frecuencia de los
genotipos y alelos de las variantes polimérficas de los 3 genes estudiados en las diferentes
categorias de competencia y se compararon con los pardmetros de desempeiio y predisposicién a
lesiones.

En el analisis univariado, para las variables categdricas como: Genotipo o presencia de
lesiones se utilizaron frecuencias y porcentajes y para las variables cuantitativas como: Fuerza
maxima y Consumo de Oxigeno se utilizaron medidas de tendencia central y de dispersién.

En el andlisis bivariado, para variables cuantitativas (pico de torque o fuerza maxima vy
Consumo de oxigeno o VO2 max) se comprobd la normalidad de la distribucién de las variables
estudiadas mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Si su distribucion fue paramétrica (p>0.05)
se utilizé el andlisis de varianza (ANOVA test) para > 3 grupos y se reporté en media y desviacién
estandar; en cambio si la muestra resulto no paramétrica (p<0.05), la prueba estadistica que se
utilizo fue Kruskall-wallis para comparacién de 3 o mas grupos no paramétricos y se reporte en
mediana y rango intercuartil. Silas pruebas anteriores resultaron significativas se realizé un analisis
Post hoc con correccién de Bonferroni.

Para el anadlisis bivariado de las variables cualitativas (Historial de lesiones, Genotipos
[Equilibrio de Hardy-weindberg]) se realizd la prueba de chi cuadrada de Pearson.

Los datos se consideraron estadisticamente significativos con una P < 0.05
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CAPITULO Vil

RESULTADOS

A) Numero de participantes

De los 146 sujetos que integraron la plantilla de jugadores del afo 2017-2018, 135 aceptaron
participar en el estudio, 6 no aceptaron participar en el estudio, 5 no fueron incluidos debido a que
su expediente estaba incompleto.

Después de firmar el consentimiento informado, se obtuvo muestra para extraccion de ADN a partir
de raspado de epitelio bucal. De los 135 paciente a los que se les tomo muestra de epitelio bucal, 2
Fueron eliminados al presentar expediente incompleto en una revision mas exhaustiva, 29 fueron
eliminados debido a que no fue posible determinar su genotipo en todos los genes (1 ACTN3, 5
COL1A1, 22 ACE, 1 ACE y COL1A1). Por lo que nuestro grupo de estudio final fue de 104 sujetos.

Tabla 12. Participantes

Frecuencia Porcentaje‘
Incluido, completo 104 71.2

No incluido, Incompleto 3.14
No acepto 4.1
Eliminado, incompleto 1.4
Eliminado, resultado no viable 19.9
Total 100

B) Caracteristicas Antropométricas y Demograficas

La distribucion de pacientes en base a la categoria a la que pertenecen fue de la siguiente manera:
13 de Primera divisién, 22 de segunda division, 17 de categoria sub-20, 11 de categoria sub-17, 22
de tercera divisién, 19 de categoria sub-15, tal como se muestra en la tabla 13

Tabla 13. Distribucion de sujetos por categoria
Frecuencia Porcentaje

Las caracteristicas antropométricas de los sujetos de estudio fueron las siguientes: La edad fue de
17 (16-20) afios, peso de 68.09 +8.37 Kg, Talla de 175.57+7.02 cm, IMC 22.03 * 1.78 Kg/m2,
Porcentaje de grasa corporal medido por Inbody 12.71+3.07 %. Las caracteristicas antropométricas
por categoria se muestran en la tabla 14
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Tabla 14. Caracteristicas Antropométricas por Categoria
Categoria Edad Peso (kg) @ Talla (cm) Porcentaje
(afios) de Grasa
(Inbody)
(%)

‘ Media . . 179.985
‘ Desviacién estandar ; ; 7.1183
Percentiles ‘ 25 25.00 71.700 172.750 22.271 10.550

‘ 50 27.00 73.700 180.000 23.824 12.600

‘ 75 29.50 78.050 186.500 24.502 15.450

‘ Media 19.95 72.205 177.455 22.887 12.318
‘ Desviacion estandar 1.430 8.4107 7.9281 1.7054 3.4944
Percentiles ‘ 25 19.00 68.050 170.750 21.937 9.675

‘ 50 20.00 72.550 176.500 23.150 12.500

‘ 75 21.00 78.325 183.250 24.073 15.575

‘ Media 16.00 64.559 174.464 21.192 12.973
‘ Desviacion estandar 0.000 5.8710 5.4834 1.3860 3.0089
Percentiles ‘ 25 16.00 59.500 170.750 20.518 11.025

‘ 50 16.00 62.950 175.000 21.269 12.750

‘ 75 16.00 71.025 178.250 22.346 15.825

‘ Media 14.79 62.558 171.763 21.161 12.121
‘ Desviacion estandar 0.419 7.3948 5.8277 1.8503 2.4731
Percentiles ‘ 25 15.00 55.600 169.000 19.535 9.800

‘ 50 15.00 63.400 171.000 21.613 11.900

‘ 75 15.00 67.200 177.000 22.740 14.600

‘ Media 16.82 65.573 174.409 21.525 13.591
‘ Desviacion estandar 0.405 6.5350 7.4122 1.2853 2.5002
Percentiles ‘ 25 17.00 59.500 167.000 20.078 11.300

‘ 50 17.00 63.800 173.000 21.718 13.300

‘ 75 17.00 72.700 183.000 22.593 15.000

Media 18.88 69.441 176.206 22.325 12.947
Desviacion estandar 0.781 7.6003 6.6169 1.5707 3.6142
Percentiles ‘ 25 18.00 64.400 171.000 21.493 11.000
19.00 68.400 179.000 22.518 12.300
180.500
175.572

Desviacion
estandar

Percentiles . . 171.000

175.000
180.000
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En cuanto a las nacionalidades, 95 (91.35%) fueron mexicanos; 4(3.85%) argentinos;1 (0.96%)
chileno; 2(1.92%) colombianos; 1(0.96%) francés; y 1(0.96%) estadounidense. La distribucion de
Nacionalidades por categoria se muestra en la siguiente tabla 15

Tabla 15. Distribucion de Nacionalidad por categorias
Nacionalidad

categoria Frecuencia | Porcentaje
lera Mexicano 5 38.5
Argentino 4 30.8

Chileno 1 7.7
Colombiano 1 7.7

Frances 1 7.7
Estadounidense 1 7.7

Total 13 100.0
Mexicano 22 100.0
Mexicano 22 100.0
Mexicano 19 100.0
Mexicano 11 100.0
Mexicano 16 94.1
Colombiano 1 5.9

Total 100.0

Mexicano
Argentino
Chileno
Colombiano
Frances

Estadounidense

Total

Tabla 16. Lado Dominante por Categoria

Categoria Lado dominante | Frecuencia

El lado dominante mds prevalente fue el derecho con 80 (76.9%) sujetos, en el izquierdo la
prevalencia fue de 24 (23.1%). El lado dominante por categoria se muestra en la tabla 16

Porcentaje

Derecho

Izquierdo

Total 13 100.0
Derecho 18 81.8
Izquierdo 4 18.2
Total 22 100.0
Derecho 16 72.7
Izquierdo 6 27.3
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Total 22 100.0
Derecho 16 84.2
Izquierdo 3 15.8
Total 19 100.0
Derecho 8 72.7
Izquierdo 3 27.3
Total 11 100.0
Derecho 12 70.6
Izquierdo 5 29.4
Total

Derecho

Global lzquierdo
Total

La posicion mds prevalente fue defensa, y la menos prevalente fue portero. La distribucidén de
posiciones por categoria se puede observar en la tabla 17.

Tabla 17 Distribucion de Posiciones por Categoria

Categoria Posicion Frecuencia  Porcentaje
lera Portero 2 15.4
Defensa 5 38.5
Medio 3 23.1
Delantero 3 23.1
Total 13 100.0
Portero 3 13.6
Defensa 5 22.7
Medio 7 31.8
Delantero 7 31.8
Total 22 100.0
Portero 1 4.5
Defensa 8 36.4
Medio 8 36.4
Delantero 5 22.7
Total 22 100.0
Portero 1 53
Defensa 8 42.1
Medio 7 36.8
Delantero 3 15.8
Total 19 100.0
Portero 1 9.1
Defensa 5 45.5
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Medio 3 27.3
Delantero 2 18.2
Total 11 100.0
Portero 1 5.9
Defensa 7 41.2
Medio 4 235
Delantero 5 294
Total
Portero

Defensa
Medio

Delantero
Total

C) Genotipificacion de muestras

Los resultados generales del genotipado de los 104 individuos fueron separados en cada una de
las variantes polimérficas de su respectivo gen. Para consultar los genotipos de cada individuo de
manera particular consulte la tabla del anexo 4.

ACE

Del total de 104 sujetos analizados para el gen ACE, el genotipo ID (39%) es el que se encuentro
en mayor proporcion de nuestros sujetos de investigacidn, seguido por DD (36.5%) y el menos
frecuente fue Il (24%) tal como se muestra en la tabla 18.

Tabla 18. Distribucion General de Genotipos ACE

Frecuencia  Porcentaje
24.0

39.4
36.5
100.0

Al revisar por categorias, se puede observar que el genotipo ID (38.5) y DD (38.5) son los que
predominan en el grupo de lera division; en segunda division predomina DD (59.1%); en categoria
sub-15 predomina Il (52.6%), mientras que en 3era division, sub 17 y sub 20 predomina ID (40.9%,
54.5%, 52.9% respectivamente). Todo esto se puede corroborar en la tabla 19y en la figura 11.
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Tabla 19. Distribucion de Genotipos ACE por categorias

14

12

10

o4}

[e)]

»

N

Il 3 23.1
ID 5 38.5
DD 5 38.5
Total 13 100
Il 2 9.1
ID 7 31.8
DD 13 59.1
Total 22 100
Il 6 27.3
ID 9 40.9
DD 31.8
Total 22 100

5 5

lera

13
7 ‘
2da

3era

1 10 52.6
ID 5 26.3
9,
DD 4 21.1
Total 19 100
I 0 0
ID 6 54.5
9,
DD 5 455
Total 11 100
1 4 235
ID 9 52.9
020
DD 4 235
Total 17 100
Genes ACE por Categoria
9 9
7
6
5 5
I I | II |
Sub15 Sub17 Sub20
HID mDD

Figura 11. Distribucion por categoria de Genotipos ACE

ACTN3

De las 104 muestras analizadas para el gen ACTN3 el genotipo mayormente encontrado fue RX
(64.4%) , seguido por XX (28%) y el menos frecuente fue RR (8.7%) (Tabla 20).

Tabla 20. Distribucion General de Genotipos ACTN3
Porcentaje

Frecuencia
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Al comparar por categorias, observamos que el genotipo RX predomina en todas las categorias (1lera
84.6%; 2da 54.5%; 3era 68.2%; sub 15 84.2%; sub 20 58.8%), a excepcion de la categoria sub 17, en
donde predomina el genotipo XX (45.5%). Es importante mencionar que en las categorias lera
divisién, 3era division y sub-15 no detectamos genotipos RR (Tabla 21y figura 12)

Tabla 21. Distribucion de Genotipos ACTN3 por categoria
Categoria Genotipo Frecuencia Porcentaje Categoria| Genotipo Frecuencia| Porcentaje

18

Genes ACTN3 por Categoria 16
16 15

14
12
12 11
10
10
7
6
5 5
4
3 3 3
2 2
A ; A Ml
0
2da

3era Sub15 Sub17 Sub20
HRR HRX mXX

[o4]

[e)]

H

N

lera

Figura 12. Distribucion por categoria de Genotipos ACTN3
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COL1A1

Para el gen COL1A1, el genotipo mas frecuentemente hallado fue GT (90.4%), mientras que
el genotipo GG (5.8%) y TT (3.8%) fueron escasamente presentados. (Tabla 22)

Tabla 22. Distribucion General de Genotipos COL1A1
Frecuencia  Porcentaje

Comparando por categorias, el Genotipo GT predomino en todas ellas, a excepcidn, de la
categoria sub-17, en donde predomino el genotipo GG. Cabe mencionar, que dicha categoria es la
Unica donde se encontrd este Genotipo. Tabla 23 y Figura 13

Tabla 23. Distribucion de Genotipos COL1A1 por categoria
Categoria Genotipo Frecuencia Porcentaje Categoria Genotipo Frecuencia Porcentaje
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25

22 Genes COL1A1 por Categoria
20
20 19
16

15

12
10

6
5
5
2
0 ! 0 0 0 0 0 I 0 0 !

0 - [] -

lera 2da 3era Sub15 Sub17 Sub20

BGG EMGT mTT

Figura 13. Distribucion por categoria de Genotipos COL1A1

Anidlisis de frecuencias genotipicas y alélicas

Las distribuciones genotipicas y alélicas de cada gen se analizaron mediante el equilibrio de
Hardy- Weinberg.

La prueba de chi cuadrado(X?) indicé que la composicidn genética de la poblacién estudiada se
encontrdé en equilibrio para el gen ACE (p=0.128), es decir, no se encontrd diferencia entre los
valores observados y los valores esperados de las frecuencias alélicas y genotipicas.

En tanto, para el gen ACTN3 (p=0.003) como para el gen COL1A1 (p=0.001) la prueba de chi
cuadrado indicé que la poblacidn no se encontré en equilibrio.

La tabla 24 y 25 muestran las frecuencias genotipicas y alélicas para cada uno de los
polimorfismos estudiados en nuestros sujetos de investigacion

Tabla 24 Distribucion de las frecuencias genotipicas. Los valores entre paréntesis corresponden al porcentaje del
numero de muestras encontradas para cada genotipo. Los asteriscos representan las proporciones que son
significativamente diferentes.

Distribuciones Genotipicas Genotipo  Sujetos
ACE Il 25 (24%)
ID 41 (39.5%)
DD 38 (36.5%)
RR 9 (8.7%)
RX 67 (64.4%)
XX 28 (26.9%)

COL1A1* GG 6 (5.8%)
GT 94 (90.4%)
T 4 (3.8%)

*p< 0.05 mediante X?
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Tabla 25. Distribucion de las frecuencias alélicas de las poblaciones analizadas.
Gen Alelos Frecuencia alélica

GEN ACE I

GEN ACTN3

GEN COL1A1

D) Parametros de Desempeiio Fisico y su asociacion con Genotipos

A continuacidn, se muestra los datos colectados de los expedientes con los valores de las
pruebas de desempefio fisico

Perfil de Fuerza Maximo de extensores

ACE

Para el gen ACE observamos que el genotipo DD presento los valores mas altos en picos de
torque o fuerza maxima en forma general y este patron se repitid en todas las categorias excepto
en la sub17 tal como se observa en la figura 14.

Al comparar los valores maximos Totales entre categorias, la categoria Sub-20 generé los
valores mas altos y la categoria sub-15 los valores mas bajos.

Promedios de pico de torque extensores 60° por
genotipo y categoria ACE

250.000
¢ 200.000
o
° 8
g 150.000 s -
8 2 =
32 =D
% 100.000
9] ]
g DD
a 50.000 1 Total
8
o
0.000
lera 2da 3era Sub15 Sub17 Sub20 Total

Genotipos por categoria

Figura 14. Promedios de pico de torque de extensores de rodilla 60° por genotipo y categoria ACE
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ACTN3

Para el gen ACTN3 observamos que el genotipo XX presento picos de torque o fuerza
maxima mayor en la comparacién Global. Al evaluarlos por categorias observamos que esta
tendencia se repite en las categorias 2da, 3era y sub-20. (Figura 15)

Al compararlos por categorias observamos que la categoria sub20 presenta los valores mas elevados
y la categoria sub-15 los valores mas bajos.

Promedios de pico de torque extensores 60° por
genotipo y categoria ACTN3

300

(]
35
o 250
S
g 200

— H RR
82 150
g_ = B RX
2 100
g XX
E 50
a m Total

lera 2da 3era Sub15 Sub17 Sub20 Total

Genotipos por categoria

Figura 15. Promedios de pico de torque de extensores de rodilla 60° por genotipo y categoria ACTN3

COL1A1

Para el gen COL1A1 observamos que el genotipo GT presento los picos de torque o fuerza
maxima mas altos en forma general. Es dificil comparar los valores entre categorias ya que en varias
de ellas no se observa genotipos GG y TT. (Figura 16)

Promedios de pico de torque extensores 60°
por genotipo y categoria COL1A1

300
g
o 250
o
- 200 <! - B GG
T o ~ =\ ~
os 150 ) ) <) o
R b =] < o HGT
3 £ 100 - s i 3 o
2 o o ol o oflo™! o o 5T
- 50 © =) Is] & oo S) S)
OE) o o ol o oo o o
o 0 = Total
o lera 2da 3era Sub15 Sub17 Sub20 Total

Genotipos por categoria

Figura 16. Promedios de pico de torque de extensores de rodilla 60° por genotipo y categoria COL1A1
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Perfil de Fuerza Isocinética de flexores General

ACE

Para el gen ACE observamos que el genotipo DD presento los valores mas altos en picos de
torque o fuerza maxima en forma general y este patrdn se repitid en las categorias lera, segunda,
3era, sub-20. (Figura 17)

Al comparar los valores maximos Totales entre categorias, la categoria lera divisidén genero
los valores mas altos y la categoria sub15 los valores mas bajos.

Promedios de pico de torque flexores 60° por
genotipo y categoria ACE

140.000

120.000

100.000

80.000 ull

60.000 u 1D

m DD

40.000
1 Total

Promedio pico de torque
(NM)

20.000

0.000

lera 2da 3era Sub15 Sub 17 Sub20 Total

Genotipos por categoria

Figura 17. Promedios de pico de torque de flexores de rodilla 60° por genotipo y categoria ACE

ACTN3

Para la fuerza isocinética de flexores observamos que en la comparacién general el genotipo
RR presento los valores mas altos. (Figura 18)

La categoria lera division presenté los valores mas altos y la categoria sub-15 los mas bajos.

51



Promedios de pico de torque flexores 60° por
genotipo y categoria ACTN3

140

Q
3 120
2 100
T __ HRR
e 80
,S_ < 60 H RX
g 40 = XX
5 20
a [ Total

0

lera 3era Sub15 Sub 17 Sub20 Total
Genotipos por categoria

Figura 18. Promedios de pico de torque de flexores de rodilla 60° por genotipo y categoria ACTN3

COL1A1

Para el gen COL1A1 observamos que el genotipo TT presento los picos de torque o fuerza maxima
mas altos en forma general. Es dificil comparar los valores entre categorias ya que en varias de ellas
no se observa genotipos GGy TT

Promedios de pico de torque flexores 60°
por genotipo y categoria COL1A1

oo OO o o
SES  SfS S S
oo Ol o o O

lera 3era Subl5 Sub 17  Sub20 Total
Genotipos por categoria

160
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6
4
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o

H GG

o

HGT

o

mTT

o

Promedio pico de torque
(NM)

[ Total

o

Figura 19. Promedios de pico de torque de flexores de rodilla 60° por genotipo y categoria COL1A1
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Consumo de Oxigeno maximo

ACE

Para el consumo de oxigeno evaluado de forma general podemos a observar que el genotipo
ID tienden a tener valore mayores que los otros genotipos.

Al comparar por categorias notamos que la categoria 2day sub 17 presentaron los valores
mas elevados

Promedios de consumo de oxigeno relativo por
genotipo y categoria ACE

57.0000

56.0000

55.0000

54.0000 ull

53.0000 mID

52.0000 = DD

Promedio pico de torque
(NM)

51.0000 + Total

50.0000

lera 2da 3era Sub15 Sub 17 Sub20 Total

Genotipos por categoria

Figura 20. Promedios de consumo de oxigeno relativo por genotipo y categoria ACE

ACTN3

Para el consumo de oxigeno evaluado de forma general podemos a observar que los RR
tienden a tener valore mayores que los otros genotipos.

Al comparar dichos valores por categorias notamos que la categoria 2da y sub 17
presentaron los valores mas elevados
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Promedios de consumo de oxigeno relativo
por genotipo y categoria ACTN3

57
] 56
g
9 55
S
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o~ 53  RX
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o
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Genotipos por categoria

Figura 21. Promedios de consumo de oxigeno relativo por genotipo y categoria ACTN3

COL1A1

En el gen COL1A1 encontramos que en el consumo de oxigeno evaluado de forma general
podemos a observar que el genotipo GG tienden a tener valore mayores que los otros genotipos

Promedios de consumo de oxigeno relativo
por genotipo y categoria COL1A1

57

56
5
5 H GG
553 HGT
5
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Promedio pico de torque

Figura 22. Promedios de consumo de oxigeno relativo por genotipo y categoria COL1A1
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Analisis de los parametros de Desempeiio Fisico o por genotipos

Para nuestras variables cuantitativas realizamos prueba de Kolmogorov Smirnoff para ver si eran
paramétricas o no paramétricas. El Promedio de pico de torque de extensores (p=0.67) y flexores
(p=0.200) no mostraron diferencia significativa por lo tanto se consideran variables paramétricas.
En cambio, en el consumo maximo de Oxigeno (p=0.001) se observé diferencia significativa, por lo
que se considera variable no paramétrica

Debido a que no habia personas con todos los genotipos en todos los grupos y la muestra es
muy pequefia para separarla por categorias, se realizé el andlisis estadistico de forma global.

Perfil de Fuerza isocinética

Para la comparacién entre genotipos del promedio de pico de torque de extensores de
rodilla a 60 grados por segundo utilizamos ANOVA de 3 factores. En el caso del gen ACE (p=0.008)
encontramos que la diferencia encontrada entre genotipos es significativa. Este resultado se
corroboro con un analisis post hoc con la prueba de Bonferroni encontrando que dicha diferencia
significativa es entre el grupo Il con valores menores y el grupo DD con valores mayores (p=0.01).
En cambio, paralos genes ACTN3 (p=0.394) y COL1A1 (0.395) las diferencias no fueron significativas.

Para la comparacién entre genotipos del promedio de pico de torque de flexores de rodilla
a 60 grados por segundo también utilizamos ANOVA de 3 factores. En este caso, de nuevo
encontramos diferencia significativa entre grupos para el gen ACE (p=0.035) y al corroborar con la
prueba de Bonferroni la significancia persistié entre en el grupo Il con valores menores y el grupo
DD con valores mayores (0.03). La diferencia no fue significativa para los genotipos del gen ACTN3
(p=0.587) ni del gen COL1A1 (p=0.204).

Consumo de Oxigeno

Para comparar el consumo maximo de oxigeno entre genotipos utilizamos Kruskall Wallis.
Encontramos diferencia significativa entre genotipos para el gen ACE (p=0.001). Este resultado se
corroboro con un analisis post hoc con la prueba de Bonferroni encontrando diferencias
significativas entre el grupo Il con valores menores y el grupo DD (p=0.004) e ID (p=0.001), ambos
con valores mayores. La diferencia no fue significativa en el gen ACTN3 (p=0.204) ni en el gen
COL1A1 (p=0.634)
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Tabla 26. Andlisis estadistico pardmetros de desempeiio fisico
Genes Genotipo Promedio Fuerza
Maxima Extensores

Promedio Fuerza VO2max Relativo

Maxima Flexores de

de Rodilla

Rodilla

193.55 +32.69 100.30 +23.32 54.51 (51.60-
55.32)
ID 201.56 +30.35 109.21 +18.64 55.72 (55.11-
56.11)
DD 218.48 +34.46 113.82 +19.08 55.56 (54.48-
56.03)
Anova y K-W *p=0.008 *p=0.035 *p=0.001
post hoc *p=0.01 *p=0.03 *P=0.001
Bonferroni P=0.004
RR 207.52 +17.20 112.53 +19.40 55.93 (55.58-
56.23)
RX 202.61 + 35.03 107.22 +21.79 55.32 (53.08-
56.13)
XX 212.93 +33.82 111.19 +17.64 55.40 (54.51-
55.99)
Anova y K-W p=0.394 p=0.587 p=0.204
COL1A1 GG 189.88 +8.74 104.48 +8.29 55.72 (55.14-
56.12)
GT 207.26 +33.89 108.83 +20.68 55.36 (54.48-
56.06)
TT 195.82 +48.46 113.26 +31.04 55.42 (52.86-
57.52)
Anova y K-W p=0.395 p=0.799 p=0.634

*p< 0.05 mediante X?

E) Epidemiologia de las lesiones

Presencia de lesiones General

De forma general el 83% de los sujetos reporto haber tenido una lesion.

El tipo de lesiones

reportadas mas frecuentemente fueron las ligamentarias en un 45.2% de los sujetos estudiados , las
Oseas en un 40.4% vy las musculares en 22 .1% tal como se muestra en la tabla .

Tabla 27. Antecedente de lesiones

Lesion

Muscular 81 (77.9%) |23(22.1%)
BFET ENEI(EN 57 (54.8%) | 47 (45.2%)
Tendinosa 91 (87.5%) |13 (12.5%)
Meniscal 98 (94.2%) |6 (5.8%)

Osea 62 (59.6%) |42 (40.4%)

21 (20.2%)

83 (79.8%)
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De las lesiones ligamentarias, la mas cominmente reportada es el esguince de tobillo seguida por
las lesiones de rodilla como se muestra en la tabla 28

Tabla 28. Distribucion de Lesiones Ligamentarias
Lesidn Ligamentaria Frecuencia Porcentaje‘
Esguince tobillo

Esguince ligamento colateral medial

Ruptura ligamento cruzado anterior

Esguince rodilla no especificado

Luxacién de hombro

Esguince ler ortejo

Luxacién 5to dedo

esguince ligamento cruzado anterior
Total

De las lesiones 6seas, la fractura de muieca fue la mds frecuentemente reportada con el 28.6% y
seguida de las fracturas nasales con 14.3%. tal como se aprecia en la tabla 29.

Tabla 29. Distribucion de Lesiones Oseas

4 286
7 143
5 102
4 8.2
4 8.2
4 8.2
2 4.1
2 4.1
1 20
1 20
1 20
1 2
1 20
1 20
1 20
100

De las lesiones musculares, las mds frecuentemente reportadas fueron desgarre de cuadriceps y
de Isquiotibiales en un 27.59 %. cada una tal como se muestra en la tabla 30
Tabla 30. Distribucion de Lesiones musculares

Lesion Muscular Frecuencia Porcentaje ‘
Desgarro cuadriceps

Desgarro isquiotibiales
Desgarro aductores

Desgarro recto anterior abdomen
Desgarro Gemelos
Desgarro psoas
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Desgarro glateo 2 6.90
Total 29 100

Presencia de lesiones por categoria

Al analizar por categorias, el grupo que mayormente refirié haber presentado lesién fue la categoria
2da division, seguido por el grupo sub-20y lera division.

Tabla 31. Distribucion de lesiones por categoria
Categoria Lesion Frecuencia @ Porcentaje

NO 1 7.7
S 12 92.3
Total 13 100.0
NO 1 4.5
Sl 21 95.5
Total 22 100.0
NO 5 22.7
Sl 17 77.3
Total 22 100.0
NO 8 42.1
Sl 11 57.9
Total 19 100.0
NO 5 45.5
Sl 6 54.5
Total 11 100.0
NO 1 5.9
Sl 16 94.1
Total 17 100.0

Anidlisis de lesiones por genotipo

Para el andlisis de esta variable se utilizé chi cuadra. Debido a que no habia personas con todos
los genotipos en todos los grupos y la muestra es muy pequefia para separarla por categorias, se
realizd el analisis estadistico de forma global (ver tabla 32)

Para el gen ACE encontramos que solo hubo diferencias significativas entre los genotipos en
el grupo de lesiones tendinosas (p=0.03) en donde el genotipo DD presento un porcentaje mas
elevado de estas lesiones (23.7%). No hubo diferencias significativas entre genotipos para las
lesiones musculares (p=0.356), ligamentarias (p=0.417), meniscales (p=0.84), éseas (p=0.48) o de
forma general (p=0.493).

Para el gen ACTN3 encontramos que no hubo diferencias significativas entre genotipos para
las lesiones musculares (p=0.103), lesiones tendinosas (p=0.572), ligamentarias (p=0.834),
meniscales (p=0.696) dseas ( p=0.6248) o de forma general (p=0.387).
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Para el gen COL1A1 encontramos que solo hubo diferencias significativas entre los
genotipos en el grupo de lesiones ligamentarias (p=0.039) en donde el genotipo TT presento un
porcentaje mas elevado de estas lesiones (75%) y el genotipo GG practicamente no tuvo lesién
ligamentaria. No hubo diferencias significativas entre genotipos para las lesiones musculares
(p=0.939), tendinosas (p=0.488), meniscales (p=0.109), 6seas (p=0.87) o de forma general (p=0.437).

Tabla 32. Andlisis estadistico Lesiones por genotipo

Antecedente de

Antecedente de

Antecedente de

Antecedente de

Antecedente de

Antecedente de

lesion lesiéon muscular | lesidon Tendinosa . lesion . lesion Meniscal lesién dsea
ligamentaria
Si NO Si NO Si NO Si NO Si NO Si NO
_| 18 . . 22 . 24 13 12 . 24 10 15
= (720%) |7 28%) |3(12%) | ggeny | L% | ge0n) | (529%) | (a8%) | 1% | (06%) | (40%) | (60%)
a 33 8 11 30 3 38 20 21 3 38 14 27
~ 1(80.5%) | (19.5%) | (26.8%) | (73.3%) | (7.3%) |(92.7%) | (48.8%) | (51.2% | (7.3%) |(92.7%) | (34.1%) | (65.9%)
wla 32 6 9 29 9 29 14 24 2 36 18 29
< |° (84.2%) | (15.8%) | (23.7%) | (76.3%) | (23.7%) | (76.3%) | (36.8%) | (63.2%) | (5.3%) | (94.7%) | (47.4%) | (52.6%)
E 83 21 23 81 13 91 47 24 6 98 42 62
% (79.8%) | (20.2%) | (22.1%) | (77.9%) | (12.5%) | (87.5% |(45.2%) | (63.2%) | (5.8%) | (94.2%) | (40.4%) | (59.6%)
< p=0.493 p=0.356 *p=0.030 p=0.417 p=0.84 p=0.48
o 8 1 4 5 2 7 4 5 1 8 5 4
o (88.9%) | (11.1%) | (44.4%) | (55.6%) | (22.2%) | (77.8%) | (44.4%) | (55.6%) | (11.1%) | (88.9%) | (55.6%) | (44.4%)
55 12 11 56 7 60 29 38 4 63 26 41
(82.1%) | (17.9% |(16.4%) | (83.6%) | (10.4%) | (89.6%) | (43.3%) | (56.7%) | (6.0%) | (94.0%) | (38.8%) | (61.2%)
% < 20 8 8 20 4 24 14 14 1 27 11 17
g > (71.4%) | (28.6%) | (28.6%) | (71.4%) | (14.3%) | (85.7%) | (50%) |(50.0%)| (3.6%) |(96.4%) | (39.3%) | (60.7%)
E 83 21 23 81 13 91 47 51 6 98 42 62
8 (79.8%) | (20.2%) | (22.1%) | (77.9%) | (12.5%) | (87.5%) | (45.2%) | (54.8%) | (5.8%) | (94.2% | (40.4%) | (59.6%)
< p=0.387 p=0.103 p=0.572 p=0.834 p=0.696 p=0.62
—
—t 4 2 1 5 6 6 1 5 2 4
— (U] 0, 0,
é‘ O 1(66.7%) | (33.3%) | (16.7%) | (83.3%) 0(0%) (100%) 0(0%) (100%) | (16.7%) | (83.3% | (33.3%) | (66.7%)
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GT

75
(79.8%)

19
(20.2%)

21
(22.3%)

73
(77.7%)

12
(12.8%)

82
(87.2%)

44
(46.8%)

50
(53.2%)

4
(4.3%)

90
(95.7%)

38
(40.4%)

56
(59.6%

T

4
(100%)

0 (0%)

1
(25.0%)

3
(75.0%)

1(25%)

3 (75%)

3 (75%)

1
(25.0%)

1(25%)

3(75%)

2 (50%)

2 (50%)

Global

83
(79.8%)

21
(20.2%)

23
(22.1%)

81
(77.9%)

13
(12.5%)

91
(87.5%)

47
(45.2%)

57
(54.8%)

6
(5.8%)

98
(94.2%)

42
(40.4%)

62
(59.6%)

XZ

p=0.437

p=0.939

p=0.488

*p=0.039

p=0.109

p=0.870

*p< 0.05 mediante X?
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CAPITULO IX

DISCUSION

Se ha visto que el desempeiio fisico es condicionado por varios factores intrinsecos (edad,
sexo, genética, comportamiento motor, perfil fisioldgico y psicolégico) y extrinsecos (entrenamiento
fisico, nutricidn, cultura deportiva de la familia, ubicacién geografica, desarrollo de oportunidades,
indumentaria) asi como la interaccion entre ellos. (J.Guilherme, 2014) (Kambouris M, 2014) (M.
Massida, 2011), (Cos, 2010).

En el profesionalismo, dichos factores se ven reflejados en el rendimiento obtenido e
integracion al trabajo de equipo, y pueden generar variabilidad entre los deportes individuales y los
gue dependan de una estrategia de equipo como el futbol soccer.

El futbol profesional de nivel competitivo es mediado por factores externos que se pueden
reflejar en situaciones técnico-tacticas. Por otra parte, la influencia de los genes relacionados al
rendimiento puede manifestarse en aspectos fisicos y metabdlicos en la respuesta adaptativa, asi
como se ha evidenciado en grupos y regiones geograficas que han asociado la habilidad o la
respuesta de desempeio atlético en base a los genes que influyen dicha condicién. Dichas
caracteristicas adaptativas son asociadas a un evento multifactorial entre el papel que juegan los
genes y su entorno.

Hasta ahora se sabe que los polimorfismos que estan involucrados en las capacidades
aerdbica son: el genotipo Il del gen ACE y el genotipo XX del gen ACTN3. Para la capacidad
anaerodbica (fuerza y velocidad) se conoce que los genotipos DD del gen ACE y RR del gen ACTN3 son
los que podrian dar ventaja competitiva (M. Massida, 2011) (O. Bejar Mejia, 2013) (Cafiizares, 2015)
(F.MA, 2013).

Ademads de los datos mencionado previamente, se ha visto que existe un fendmeno
multifactorial en el que interaccionan factores de riesgo tanto intrinsecos como extrinsecos que
pueden predisponer a sufrir estas lesiones. Entre los factores de riesgo Intrinsecos se han descrito
la edad, el sexo, tener baja fuerza muscular, poca flexibilidad, mala propiocepcién, inestabilidad
articular, asimetrias anatémicas o antropométricas, predisposicién genética o haber sufrido lesiones
previas. Entre los factores de riesgo extrinsecos se encuentran el nivel o categoria de juego, la carga
muscular, los patrones de entrenamiento, la temperatura, la altitud, caracteristicas del balén,
terreno de juego, tiempo de juego. (Liporaci RF, 2018) (Pruna R., 2015) (Pruna R., 2013)

Ultimamente ha llamado la atencién el componente genético, ya que se ha visto en estudios
recientes en el campo de la biologia molecular que la variacion en la expresién de muchos genes
implicados en la reparacion del tejido conectivo, la estructura del colageno, los proteoglicanos y/o
glicoproteinas y su composicion podrian explicar los diferentes comportamientos observados en los
deportistas frente a una misma lesidn (tendinopatias, lesiones ligamentosas y musculares). Algunos
de estos incluyen el gen de la alfa-actina 3 (ACTN3) y el gen del Coldgena tipo 1 (COL1A1). (Pruna
R., 2015) (Collins M. R., 2009) (Pruna R., 2013)
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El primer objetivo de nuestro trabajo fue conocer la distribucion de las variantes
polimérficas de los genes ACE, ACTN3 y COL1A1.

Encontramos que la distribucién genotipica del gen ACE en nuestra muestra fue Il 24%, 1D
39.4%, DD 36.5%. Estos hallazgos difieren a los reportados por Michelli en 2011, Massida en 2011 y
Dionisio en 2014 quienes encontraron un mayor porcentaje de sujetos con alelo DD. No obstante,
nuestros resultados son similares a los de Salgueroisa y Ulican que encontraron mayor frecuencia
de genotipo ID.

Para el gen ACTN3 encontramos que la distribucion genotipica fue RR 8.7%, RX 64.4% y XX
26.9 % que al ser comparado con trabajos previos que se han hecho con futbolistas, nuestros
resultados difieren de lo reportado por Salgueirosa en el 2013, Pimenta en el 2013, Dionisio en el
2014, Cohelo 2014, Ulucan en el 2015 debido a que encontramos menor frecuencia del genotipo RR
que ellos . En el caso de Salgueirosa, Pimenta y dionisio trabajaron con futbilistas brasilefios, Ulucan
trabajo con futbolistas turcos y Massidda por su parte trabajo con futbolistas italianos.

Para el gen COL1A1 encontramos que el genotipo mds frecuentemente hallado fue GT
(90.4%), mientras que el genotipo GG (5.8%) y TT (3.8%) fueron escasamente presentados. Esto
difiere de lo Hallado por Postumos en el 2009, Stodkowska en 2013 y kristof en el 2013 respecto a
gue encontraron frecuencias mas elevadas del genotipo GG para sus respectivos grupos. Pero
concuerda con estos mismos autores en que el genotipo TT es muy infrecuente.

El segundo objetico de este estudio fue identificar si existia una relacién entre la distribucion
de las variantes polimérficas y el nivel competitivo. Sin embargo, en nuestro trabajo no se observé
ningun patron identificable entre categorias, a diferencia de lo reportado por Dionisio en 2014 que
encontré menor prevalencia de Il y aumento de DD conforme cambiaban de categoria.

La variabilidad de las frecuencias antes mencionadas entre poblaciones, respecto a las
distribuciones genotipicas pueden deberse a las diferencias en los disefios experimentales, al
tamafio de la muestra o incluso a la etnicidad de las poblaciones estudiadas.

El tercer objetivo de este trabajo fue relacionar la distribucidn de las variantes polimadrficas
con los parametros de rendimiento y predisposicidn a lesiones. En especifico nos concentramos en
medir la capacidad anaerébica por medio de la fuerza maxima medida con el pico de torque de
extensores y flexores de la rodilla en Isocinesia; la capacidad aerdbica por medio de una prueba de
esfuerzo en banda sin fin; y para la predisposicién a lesiones por medio del historial de lesiones que
han presentado durante su carrera deportiva.

Para la fuerza maximay el gen ACE encontramos que el genotipo DD tenia valores de fuerza
significativamente mayores al grupo ID e Il en el grupo de extensores(p=0.008) y flexores de rodilla
(p=0.035). Este hallazgo coincide con lo reportado en la bibliografia que menciona que los genotipos
DD tienen mejores resultados en las pruebas de fuerza rapida y velocidad.

Sin embargo, al comparar el valor de consumo de oxigeno maximo, los grupos que tuvieron
el alelo D (IDD y DD) presentaron niveles significativamente mayores(p=0.001) que el grupo Il. Este
hallazgo es contradictorio con lo que se esperaria, ya que el genotipo Il se ha asociado con mejores
resultados en actividades aerdbicas.
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Para el gen ACTN3 observamos que los sujetos con genotipos XX presentaron mejores
valores para la fuerza maxima de extensores (p=0.394), pero los genotipos RR presentaron mejores
valores para la fuerza maxima de flexores (p=0.587) sin que estos fueran significativos
estadisticamente. El resultado del genotipo XX difiere de los resultados de otros estudios en que los
sujetos con genotipos RR también valores mayores para la capacidad anaerébica, tal como lo
reportan Bros en el 2015 (Broos, Van Leemputte, Deldicque, & Thomis, 2015),Pimenta en el 2013 y
Dionisio 2014 y que seria explicado por la mayor produccion de alfa actinina 3 y la mayor
produccion de fibras rdpidas que les daria ventaja para actividades anaerdbicas como fuerza,
potencia, velocidad.

Para la capacidad aerdbica y ACTN3, los sujetos con genotipos RR presentaron valores
mayores que sus similares con genotipos RX y XX, sin ser estadisticamente significativos (p=0.204).
Lo cual difiere de la bibliografia actual en el que los genotipos con valores XX suelen tener valores
de consumo de oxigeno mayores (E. Pimenta, 2013).

Para el Gen COL1A1 vy su relacion con los parametros de rendimiento fisico, cabe hacer la
aclaracion que este no es un gen que tipicamente se haya relacionado con rendimiento fisico. Por
lo tanto, que nos limitaremos a decir que los resultados no fueron significativos y no se hizo
comparacion de resultados con otros estudios.

Finalmente, como segunda parte del 3er objetivo, relacionamos los genotipos con los
antecedentes de lesion de los sujetos estudiados.

La bibliografia menciona que la mayoria de las lesiones en el futbol ocurren en tejidos
blandos. Este tipo de lesiones afectan tanto a musculos como tendones y ligamentos, y mas del 90%
de ellas se producen por el mecanismo de no contacto. (Pruna R. , 2015) Las lesiones musculares
representan de 31 al 46% de todas las lesiones; los esguinces ligamentarios representan
aproximadamente 18%, las contusiones 16%. (Servicios Medicos Futbol Club Barcelona, 2015).

La mayoria de las lesiones musculares en Futbol afecta las extremidades inferiores (92%).
Lalocalizacién mas comun es en los muslos (55%), seguidos de laingle (30%). Por grupos musculares,
los mas frecuentemente afectados son los musculos isquiotibiales (12-37%), los aductores
representan 23%, cuadriceps 19%, y pantorrilla 12-13% (Servicios Medicos Futbol Club Barcelona,
2015). En cuanto a las lesiones ligamentarias el patrén es similar a las lesiones musculares
presentandose aproximadamente del 60-80% en extremidades inferiores, principalmente rodilla y
tobillo (Massidda, y otros, 2017).

En nuestro estudio encontramos que la epidemiologia de las lesiones de nuestra poblacion
coincide con la bibliografia mundial, en cuanto a las estructuras lesionadas y a la localizacidn, siendo
las mas frecuentes las lesiones musculares y ligamentarias de las extremidades inferiores. Y aunque
estas cifras mundiales difieren un poco de los porcentajes de presentacién de nuestra poblacion
(45.2 % lesion ligamentaria y 22.1 % lesidn muscular), estas variaciones podrian ser ocasionadas por
la metodologia que se utilizd para registrar las lesiones.

De los 3 genes estudiados el gen COL1A1 es el que se ha asociado a tener riesgo de lesion.
Ya que varios autores han asociado la presencia del genotipo TT como factor protector ante lesiones
de ligamento cruzado. Contrariamente a lo que encontraron Posthumos 2009, Collins 2010 y Krystof
2013, nosotros encontramos que el genotipo TT presento un porcentaje de lesion significativamente
mas elevado (75%) que los otros genotipos. Por su parte el genotipo GG no tuvo lesién (0%)
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Los resultados del presente estudio difieren parcialmente de los resultados encontrados en la
bibliografia mundial. Las posibles explicaciones para estos resultados es que los métodos utilizados
en nuestros estudios difieren de los utilizados en algunos otros de los ya referenciados, la poblacidon
que difiere de otras estudiadas o la variacidon étnica que puede existir.

También Es importante considerar que, debido a la amplia cantidad de categorias de competencia
en nuestros sujetos de investigacién, y a la poca cantidad de sujetos en cada una de ellas, es dificil
generalizar los resultados aqui obtenidos.

Los rasgos fisicos analizados son rasgos complejos que probablemente no se reduzcan a los
genotipos analizados, es dificil el saber si existen otras variables que puedan influir en los resultados,
siendo factible que participen factores ambientales, factores epigeneticos y la asociacién de mas
genes

En base a nuestros resultados, consideramos que es dificil afirmar con certeza que estos genotipos
estén absolutamente relacionados con el desempeiio fisico, o bien, que la magnitud del efecto de
estos sobre el rendimiento deportivo se primordialmente por rasgos genéticos.

Creemos que seria recomendable realizar estudios con una mayor cantidad de sujetos de
investigacion, seguimientos largos y mayor cantidad de variables fisicas, genéticas e integrara datos
metabdlicos, para asociar las caracteristicas genéticas en la respuesta a los procesos deportivos y
poder ser incluido como un método de seleccién de Talentos.

G) FORTALEZAS

Utilizamos métodos de amplificacion de ADN reconocidos y utilizados mundialmente.

H) DEBILIDADES

La obtencidn de los datos de los expedientes de forma retrospectiva pudiera ocasionar que se
pierdan informacion sobre las lesiones.
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CAPITULO X

CONCLUSIONES

Los datos encontrados en esta investigacion difieren parcialmente de la bibliografia mundial, por lo
gue seria conveniente continuar con estudios similares que permitan ampliar la cantidad de sujetos
estudiados y hacer seguimientos mds largos con el fin de detectar mas certeramente si estas
diferencias persisten a través del tiempo.

También se podria realizar estudios con otros factores de riesgo para desarrollar lesiéon que ayuden
a diferenciar que tanto influye el componente genético.

Por ahora es dificil concluir que estos métodos puedan ser utilizados para la deteccion de talentos
y deberian ser tomados con cautela.
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CAPITULO XI
ANEXOS

A) ANEXO 1. Carta de consentimiento Informado para mayores de edad

V-$ ANL

UNIVERSIDABY 868 ONOMA DENSEFNA) EFEBY 0x50 FACULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO
FileFORMATODEECONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MAYORES DE EDAD
ok Asociacién de variantes poimérficas en los genes ACE,

T g i s e i )
competencia de un Equipo Mexicano de Futbol Profesional |

Nombre del Investigador Principal Dr. Med. Oscar Salas Fraire

Servicio / Departamento Medicina del Deporte

Teléfono de Contacto 83294207

Persona de Contacto Victor David Ramirez Delgado

Version de Documento 2

Fecha de Documento 2 Diciembre 2016

Usted ha sido invitado(a) a participar en un estudio de investigacién. Este documento contiene informacién
importante acerca del propésito del estudio, lo que Usted hara si decide participar, y la forma en que nos
gustaria utilizar su informacién personal y la de su salud.

Puede contener palabras que Usted no entienda. Por favor solicite a su médico o al personal del estudio
que le explique cualquier palabra o informacion que no le quede clara.

¢CUAL ES EL PROPOSITO DEL ESTUDIO?

El propésito de este estudio es conocer variantes de genes (formas de almacenamiento de informacién de
nuestro cuerpo), que se relacionan con nuestra capacidad fisica y el riesgo de tener una lesion.

Se le pide participar porque de esta forma podemos tener informacion de como mejorar caracteristicas o
habilidades.

La investigacién en la que Usted participara es importante porque con los resultados obtenidos se espera
obtener informacion que nos podria servir en un futuro para disefiar programas de entrenamiento y de

prevencion de lesiones.

¢CUAL SERA LA DURACION DEL ESTUDIO Y CUANTOS PARTICIPANTES HABRA EN ESTE
ESTUDIO?

La duracién del estudio sera de aproximadamente 1 afio

IVESTIGATION

El Investigador espera incluir 120 de sujetos de participacion.
¢CUALES SON LOS REQUISITOS QUE SE TOMARAN EN CUENTA PARA MI PARTICIPA ;

OF v

Los criterios de aceptacion son los siguientes:

COM.TEC
CLMITE DF (MeVESTIL AT 1AS

Ser jugador de Futbol (Profesional o amateur) y estar registrado ante la Federacién Mexicana de F
edad de 13 afios en adelante. Sexo masculino. Participar voluntariamente y firmar el consentimi
informado o asentimiento informado en caso de ser menor de edad.

Departamento de Medicina del Deporte y Rehabilitacion,
Facultad de Medicina y Hospital Universitario Formato de Consentimiento Informado

“DR. JOSE ELEUTERIO GONZALEZ"
Gonzalitos No. 235 Nte., Monterrey, N.L., México, C.P. 64220
Tels. 8329-4207. Tel. y Fax: 8346-5796, C.E: osalas@hu.uanl.mx

66



B) ANEXO 2.- Carta de consentimiento Informado para padres de los menores

UANL 8

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PADRES DE LOS MENORES DE EDAD

Asociacion de variantes polimérficas en los genes ACE,
Titulo del Estudio eapoaickin s lodnos e ieeriee s, i
competencia de un Equipo Mexicano de Futbol Profesional
Nombre del Investigador Principal Dr. Med. Oscar Salas Fraire
Servicio / Departamento Medicina del Deporte
Teléfono de Contacto 83294207
Persona de Contacto Victor David Ramirez Delgado
Version de Documento 1
Fecha de Documento 2 de Diciembre 2016

Su hijo ha sido invitado(a) a participar en un estudio de investigacion. Este documento contiene informacion
importante acerca del propésito del estudio, lo que su Hijo hara si decide participar, y la forma en que nos
gustaria utilizar su informacién personal y la de su salud.

Puede contener palabras que Usted no entienda. Por favor solicite a su médico o al personal del estudio
que le explique cualquier palabra o informacion que no le quede clara.

¢CUAL ES EL PROPOSITO DEL ESTUDIO?

El propésito de este estudio es conocer variantes de genes (formas de almacenamiento de informacién de
nuestro cuerpo), que se relacionan con nuestra capacidad fisica y el riesgo de tener una lesion.

Se le pide participar porque de esta forma podemos tener informacion de cémo mejorar caracteristicas o
habilidades.

La investigacion en la que su hijo participara es importante porque con los resultados obtenidos se espera
obtener informacién que nos podria servir en un futuro para disefar programas de entrenamiento y de
prevencion de lesiones.

¢CUAL SERA LA DURACION DEL ESTUDIO Y CUANTOS PARTICIPANTES HABRAaé EN ESTE
ESTUDIO?

La duracién del estudio sera de aproximadamente 1 afio

El Investigador espera incluir 120 de sujetos de participacion.

COM.TE BE £
COMITE OF InvES

Los criterios de aceptacion son los siguientes: B

Ser jugador de Futbol (Profesional o amateur) y estar registrado ante la Federacién Mexicana de Fu
edad de 13 afios en adelante. Sexo masculino. Participar voluntariamente y firmar el consentimi
informado o asentimiento informado en caso de ser menor de edad.

Departamento de Medicina del Deporte y Rehabilitacion,

Facultad de Medicina y Hospital Universitario

“DR. JOSE ELEUTERIO GONZALEZ"

Gonzalitos No. 235 Nte., Monterrey, N.L., México, C.P. 64220
Tels. 8329-4207. Tel. y Fax: 8346-5796, C.E: osalas@hu.uanl.mx
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C) ANEXO 3.- Carta Asentimiento Informado para menores de edad

=
‘ UANL

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO

FORMATO DE ASENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPANTES

Asociacion de variantes polimérficas en los genes
ACE, ACTN3 y COL1A1 con parametros de
Titulo del Estudio rendimiento fisico y predisposicion de lesiones en
diferentes niveles de competencia de un Equipo
Mexicano de Futbol Profesional
Nombre del Investigador 2
Principal Dr. Med. Oscar Salas Fraire
Servicio / Departamento Medicina del Deporte
Teléfono de Contacto 83294207
Persona de Contacto Victor David Ramirez Delgado
Version de Documento 1
Fecha de Documento 2 de diciembre 2016
Mi nombre es Victor David Ramirez Delgado y trabajo en el dep del dep del Hospital
Wmmmhmmmmw”hmdam Nuevo Lebn.
Vamoclmaﬁurunmmoquouhrm iacion de [ ficas en los genes ACE, ACTN3 y
COL1A1 con paréa fisico y p P de lesi mﬁ Mvohtde
eamdemelpoMomdeFM"‘ ", para de genes (f
almacenamiento de i qmumladovmconmmupnddadﬁwydrbm
de tener una lesion.
La investigacion en la que participaras es importante porque con los resultados obtenidos se espera obtener
informacién que nos podria servir en un futuro para di prog de y de p de
lesiones.
Por este motivo quiero saber si te g P en este -““Umvozmmacamsmuu

mmmsmwmmmmmamm

MWWMrMbMWmmmVuMMMWW
preguntar las veces que qui y yo te expli lo que &

Sidoddesmpuﬂebtmdoﬂﬂompmn&ymdbuenop&omﬁiwolo T:
tu actividad futbolistica.

Si decides participar:
-Tmmummammmmw

COMTEBE fVica
C‘-M"‘ DE INVESTIr ArtAL

Almacenaremos las muestras entre 3 y 6 meses
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D) ANEXO 4. Tabla de Genotipado

Identificador Categoria ‘ ACTN3 COL1A1
1.1 lera DD RX GT
2.1 lera ID RX GT
3.1 lera Il RX GT
4.1 lera DD RX T
5.1 lera ID RX GT
6.1 lera ID XX GT
7.1 lera Il RX GT
8.1 lera DD RX GT
9.1 lera DD RX GT
10.1 lera DD XX GT
13.1 lera Il RX GT
14.1 lera ID RX GT
15.1 lera ID RX GT
1.21 2da ID RX GT
2.21 2da DD RX GT
3.21 2da DD RX GT
5.21 2da DD RR GT
6.21 2da DD XX GT
7.21 2da ID RX GT
8.21 2da DD XX GT
9.21 2da ID RR GT
10.21 2da ID RR GT
12.21 2da Il RR GT
13.21 2da DD RX GT
14.21 2da ID RX GT
15.21 2da DD RX GT
16.21 2da DD XX GT
17.21 2da DD RX T
18.21 2da Il RX T
19.21 2da ID XX GT
20.21 2da DD RX GT
21.21 2da ID XX GT
22.21 2da DD RX GT
23.21 2da DD RX GT
24.21 2da DD XX GT
3.3 3era ID RX GT
4.3 3era Il RX GT
53 3era DD RX GT
6.3 3era ID RX GT
7.3 3era ID RX GT




8.3 3era ID RX GT
9.3 3era ID RX GT
10.3 3era ID RX GT
11.3 3era DD RX GT
12.3 3era DD RX GT
13.3 3era DD RX GT
14.3 3era Il XX GT
15.3 3era DD XX GT
16.3 3era Il RX GT
17.3 3era DD XX GT
18.3 3era ID RX GT
20.3 3era Il RX GT
21.3 3era Il XX GT
22.3 3era ID RX GT
25.3 3era DD XX GT
26.3 3era ID XX GT
27.3 3era Il XX GT
1.15 Sub15 ID RX GT
3.15 Sub15 ID RX GT
4.15 Sub15 Il RX GT
5.15 Sub15 DD RX GT
6.15 Sub15 Il XX GT
8.18 Sub15 Il RX GT
9.15 Sub15 ID RX GT
10.15 Sub15 Il RX GT
12.15 Sub15 ID RX GT
13.15 Sub15 Il RX GT
14.15 Sub15 Il RX GT
15.15 Sub15 DD RX GT
16.15 Sub15 Il RX GT
18.15 Sub15 Il RX GT
19.15 Sub15 DD RX GT
20.15 Sub15 Il XX GT
21.15 Sub15 ID XX GT
22.15 Sub15 DD RX GT
24.15 Sub15 Il RX GT
1.17 Sub17 ID RX GT
2.17 Sub17 ID XX GT
4.17 Sub17 DD XX GG
5.17 Sub17 DD RX GT
6.17 Sub17 DD RX GG
7.17 Sub17 DD XX GG
8.17 Sub17 ID RR GG




9.17 Sub17 ID RR GG
10.17 Sub17 ID RR GG
15.17 Sub17 ID XX GT
16.17 Sub17 DD XX GT
1.2 Sub20 ID XX T
2.2 Sub20 Il XX GT
3.2 Sub20 DD XX GT
4.2 Sub20 ID XX GT
5.2 Sub20 ID RX GT
6.2 Sub20 Il RX GT
7.2 Sub20 DD RX GT
8.2 Sub20 ID RX GT
12.2 Sub20 ID RX GT
13.2 Sub20 DD RR GT
14.2 Sub20 DD RX GT
16.2 Sub20 ID RR GT
17.2 Sub20 Il RX GT
20.2 Sub20 ID RX GT
21.2 Sub20 ID XX GT
22.2 Sub20 Il RX GT
24.2 Sub20 ID RX GT
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E) ANEXO 5.- Valores Cuantitativos de Fuerza Maxima en musculos Extensores y
flexores de rodilla y Consumo de Oxigeno relativo

: . . : : de O
1.1 lera 303.2 162.8 51.91
2.1 lera 147.3 105.1 55.68
3.1 lera 198.6 101 52.03
4.1 lera 178.5 139 52.31
5.1 lera 203.4 151.6 55.56
6.1 lera 193.9 117.9 52.31
7.1 lera 199.9 113 49.83
8.1 lera 201.7 95.9 52.39
9.1 lera 268.9 153.2 55.4
10.1 lera 222.8 92.5 52.23
13.1 lera 259.8 159 52.84
14.1 lera 243.6 104.9 57.02
15.1 lera 225.1 134.5 56.13
1.21 2da 206.9 74 55.93
2.21 2da 196.7 94.7 56.96
3.21 2da 300.1 126.6 50.61
5.21 2da 212.6 131.2 55.93
6.21 2da 242.9 115.7 55.44
7.21 2da 214.8 115.5 55.4
8.21 2da 219.6 112.2 48.98
9.21 2da 187.2 77.6 56.05

10.21 2da 211.9 111 56.42
12.21 2da 220.4 129.1 55.32
13.21 2da 195.1 91.7 56.78
14.21 2da 170.3 106.4 56.09
15.21 2da 244.6 112.7 56.01
16.21 2da 239.4 116.1 57.84
17.21 2da 215.9 107.4 57.92
18.21 2da 138.2 71.8 54.51
19.21 2da 212 128.7 55.36
20.21 2da 213.1 103.8 55.97
21.21 2da 198.4 122.8 55.93
22.21 2da 225.9 120.3 56.17
23.21 2da 225.1 111.5 54.51
24.21 2da 255 104.7 55.24
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3.3 3era 223.5 117.6 53.08
4.3 3era 187.2 109.9 56.21
5.3 3era 200.4 134.7 56.17
6.3 3era 181.9 101.3 51.01
7.3 3era 212.3 123.5 56.01
8.3 3era 204 109.7 54.51
9.3 3era 184 105.1 55.32
10.3 3era 177.8 83.9 54.51
11.3 3era 223.7 122 57.02
12.3 3era 170.6 100.2 54.51
13.3 3era 163.9 93.2 56.25
14.3 3era 235.3 108.2 52.15
18.3 3era 170.7 85.3 54.51
20.3 3era 194.7 84.1 51.58
21.3 3era 184.9 87.7 54.51
22.3 3era 214.5 104 54.51
25.3 3era 254 93.6 55.36
26.3 3era 190.8 102.4 57.02
27.3 3era 186 91.1 55.44
15.3 3era 209.5 124.8 56.46
16.3 3era 187.1 148.3 55.32
17.3 3era 254.7 148 52.6
1.15 Sub15 213 92.4 56.98
3.15 Sub15 169.8 115.6 56.33
4.15 Sub15 187.5 109.6 56.05
5.15 Sub15 192.7 99.7 55.89
6.15 Sub15 156.4 84.5 55.48
8.18 Sub15 185.1 92.5 51.42
9.15 Sub15 239.4 122.5 54.51
10.15 Sub15 190.9 97.2 47.36
12.15 Sub15 153.8 65.7 56.42
13.15 Sub15 192.6 103.4 49.92
14.15 Sub15 187.1 70.9 51.01
16.15 Sub15 177.1 86.2 54.51
18.15 Sub15 141.2 73.4 55.28
19.15 Sub15 250.6 115.8 54.51
20.15 Sub15 202.5 92.9 54.51
22.15 Sub15 190.4 111.6 51.05
24.15 Sub15 155.4 67.5 54.51
15.15 Sub15 166.9 66.4 54.42
21.15 Sub15 161.2 84.7 55.6
1.17 Sub17 187 102.4 55.93
2.17 Sub17 204.4 121.4 56.01
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4.17 Sub17 185.6 104.1 55.6
5.17 Sub17 214 100.6 56.9
6.17 Sub17 177.5 99.4 54.51
7.17 Sub17 192.3 116.4 55.36
8.17 Sub17 197.6 93.1 56.58
9.17 Sub17 201.1 110.9 55.97
10.17 Sub17 185.5 103 55.85
15.17 Sub17 184.4 103.2 55.16
16.17 Sub17 175 107.3 56.09
2.2 Sub20 204.3 104.5 55.12
3.2 Sub20 260.7 139 55.52
5.2 Sub20 187 108.9 55.93
6.2 Sub20 277.4 130.3 51.62
7.2 Sub20 220 119.8 56.58
8.2 Sub20 230.1 109.4 55.07
12.2 Sub20 144.4 94.8 55.36
13.2 Sub20 240.8 119.1 55.89
14.2 Sub20 198.9 118.3 57.02
16.2 Sub20 211 138 55.32
17.2 Sub20 223 112.8 56.33
20.2 Sub20 231.3 113.4 55.72
21.2 Sub20 189.4 109.1 52.56
22.2 Sub20 167 79.5 52.31
24.2 Sub20 253.1 126.6 55.24
1.2 Sub20 250.8 135 56.33
4.2 Sub20 296.8 145.6 56.66
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F) ANEXO 6. Historial de Lesiones

1.1 lera S| NO NO NO NO S
2.1 lera S| NO S NO Sl NO
3.1 lera S| NO NO NO NO S
4.1 lera S| NO S NO S S
5.1 lera S NO S S NO NO
6.1 lera NO NO NO NO NO NO
7.1 lera S S NO NO NO S
8.1 lera S| NO S NO NO NO
9.1 lera S NO S S NO NO
10.1 lera S S S NO NO S|
13.1 lera S NO S NO S NO
14.1 lera S S NO NO NO NO
15.1 lera S S NO NO NO NO
1.21 2da S| NO S NO NO NO
2.21 2da S| NO S NO NO NO
3.21 2da S| NO NO NO NO S|
5.21 2da S| S NO S| NO S
6.21 2da S| NO NO NO NO S|
7.21 2da S| NO S NO NO NO
8.21 2da S| S| S S NO NO
9.21 2da S| S S NO NO S
10.21 2da S| NO S NO NO NO
12.21 2da S| S S NO NO NO
13.21 2da S| NO S S NO NO
14.21 2da S| NO NO NO NO S|
15.21 2da S| NO NO NO NO S|
16.21 2da NO NO NO NO NO NO
17.21 2da S| NO NO S NO NO
18.21 2da S| S S NO NO NO
19.21 2da S| S| S NO NO NO
20.21 2da S| NO S S| NO S|
21.21 2da S| NO S NO NO S|
22.21 2da S| NO S NO S| NO
23.21 2da S| NO NO NO NO S|
24.21 2da S| S S NO NO S|
3.3 3era S| NO S NO NO NO
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4.3 3era S| NO NO NO NO S|
5.3 3era S| S NO NO NO NO
6.3 3era S| NO NO NO NO S|
7.3 3era S| NO S NO NO NO
8.3 3era NO NO NO NO NO NO
9.3 3era S| NO S NO NO NO
10.3 3era S| S NO NO NO S|
11.3 3era S| NO NO S NO NO
12.3 3era S| NO NO NO NO S|
13.3 3era NO NO NO NO NO NO
14.3 3era NO NO NO NO NO NO
18.3 3era S| NO NO NO NO Sl
20.3 3era S| NO NO NO NO S|
21.3 3era NO NO NO NO NO NO
22.3 3era S| S S NO NO S
25.3 3era S NO NO S NO NO
26.3 3era S NO S NO NO NO
27.3 3era S NO S NO NO S|
15.3 3era S NO S NO NO S
16.3 3era NO NO NO NO NO NO
17.3 3era S| S S NO NO NO
1.15 Sub15 S| NO S NO NO NO
3.15 Sub15 S| NO S NO NO NO
4.15 Sub15 S| NO S NO NO NO
5.15 Sub15 S| S NO NO NO NO
6.15 Sub15 S| NO S NO NO S|
8.18 Sub15 NO NO NO NO NO NO
9.15 Sub15 S| NO NO NO NO S|
10.15 Sub15 S| NO S NO NO NO
12.15 Sub15 NO NO NO NO NO NO
13.15 Sub15 S| NO S NO NO NO
14.15 Sub15 NO NO NO NO NO NO
16.15 Sub15 S| NO NO NO NO S|
18.15 Sub15 NO NO NO NO NO NO
19.15 Sub15 S| NO NO NO NO S|
20.15 Sub15 S| NO S NO NO S|
22.15 Sub15 NO NO NO NO NO NO
24.15 Sub15 NO NO NO NO NO NO
15.15 Sub15 NO NO NO NO NO NO
21.15 Sub15 NO NO NO NO NO NO
1.17 Sub17 S| S S NO NO NO
2.17 Sub17 NO NO NO NO NO NO
4.17 Sub17 S| NO NO NO NO S|
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5.17 Sub17 S| S| NO NO NO NO
6.17 Sub17 NO NO NO NO NO NO
7.17 Sub17 S| S| NO NO NO NO
8.17 Sub17 S| NO NO NO S| NO
9.17 Sub17 S| NO NO NO NO Sl
10.17 Sub17 NO NO NO NO NO NO
15.17 Sub17 NO NO NO NO NO NO
16.17 Sub17 NO NO NO NO NO NO
2.2 Sub20 S| NO S S NO NO
3.2 Sub20 S| NO NO S NO S
5.2 Sub20 S| NO S NO NO Sl
6.2 Sub20 S| NO S NO NO S
7.2 Sub20 S| NO S NO NO SI
8.2 Sub20 S| NO NO NO NO S
12.2 Sub20 S| NO S S NO S|
13.2 Sub20 S NO S NO NO S
14.2 Sub20 S| NO NO NO NO S|
16.2 Sub20 S S NO S NO S
17.2 Sub20 S| NO S NO NO S|
20.2 Sub20 S S NO NO NO NO
21.2 Sub20 S| S NO NO NO NO
22.2 Sub20 S| NO S NO NO NO
24.2 Sub20 NO NO NO NO NO NO
1.2 Sub20 S| NO S NO NO S
4.2 Sub20 S| S S NO S NO
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