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1 ABSTRACT/RESUMEN

DHA supplementation has been shown as a modulator of MFN2 expression and it has been
related to mitochondrial hyperfused state. Moreover, this fatty acid is known for decreasing
proinflamatory cytokine protein levels and increasing antioxidant defenses. Chronic exercise induces
RONS production which had been pointed out for their critical role in mitochondrial fission process.
However, acute exercise induce an acute oxidative stress situation which is related with
mitochondrial fusion. COX4 has a particular regulation that allow to modulate CcO (complex V)
activity in order to protect mitochondria from RONS in an oxidative stress or acute exercise situation.
Here we investigate the combination between factors with the aim of testing whether nutritional
supplementation of DHA can improve cell function and athletic performance. RT-PCR was used to
analyze MFN2 and COX4 mRNA expression in human neutrophil. The study subjects were divided
into 2 experimental groups (placebo/supplementation) following a double blinded method. These
groups were studied in basal conditions and postexercise conditions. Results did not showed any
significant (P>0.05) differences between groups nor between basal or postexercise situation.
However, the study of mRNA expression may not be enough to explain mitochondrial changes

against oxidative stress.

La suplementacion con DHA ha mostrado modular la expresién de MFN2 y ha sido relacionada
con un estado hiperfusionado de las mitocondrias. Ademas, este acido graso es conocido por reducir
los niveles de citoquinas proinflamatorias y aumentar las defensas antioxidantes. El ejercicio créonico
produce RONS que han sido identificados por su papel critico en el proceso de fisidn mitocondrial.
Sin embargo, el ejercicio agudo induce una situacion de estrés oxidativo que ha sido relacionada con
la fusion mitocondrial. La COX4 tiene una particular regulacidon que le permite modular la actividad
de la CcO (complejo 1V) para proteger a la mitocondria de RONS en una situacion de estrés oxidativo
o de ejercicio agudo. En este trabajo investigamos la combinacién de los factores con el objetivo de
comprobar si la suplementacién con DHA puede mejorar la funcién celular y el rendimiento
deportivo. Se utilizé una RT-PCR para analizar la expresion del mRNA de MFN2 y COX4 en neutrdfilos
humanos. Los sujetos de estudio se dividieron en 2 grupos experimentales (placebo/suplementacidn)
por medio del método de doble ciego. Estos grupos fueron estudiados en condiciones basales vy
postejercicio. Los resultados no mostraron diferencias significativas (p>0.05) entre grupos ni entre las
condiciones basales o postejercicio. No obstante, el estudio de la expresion del mRNA puede no ser

suficiente para explicar los cambios mitocondriales frente al estrés oxidativo.



2 ABREVIATURAS

AP-1 (proteina activadora 1), GSH (glutation reducido), NFkB (Factor nuclear k B)

CcO (proteina citocromo c oxidasa), GSSG (disulfuro de glutatién, NOS (6xido nitrico sintasa),
ColV (subunidad 4 de citocromo c oxidado), Opal (proteina atrofia éptica 1)
oxidasa), ::;i)((ie;;zmento de respuesta a ORE (elemento de respuesta al

COX4 (mRNA subunidad 4 de oxigeno),

citocromo c oxidasa), IL-1B (interleuquina 1B) PGC 1a (coactivador 1a de PPARy),
DHA (acido docosahexanoico) IL-6 (interleuquina 6) PPARy (receptor y de proliferacion
Drp-1 (proteina relacionada conla  IkB (Inhibidor de NFkB) activada peroxisomal)

dinamina 1) MAPK (proteina quinasa mitogénica PUFA (acido graso poliinsaturado)
EPA (acido eicosapentanoico) activada), RONS (especies reactivas de

ERRa (receptor a relacionado al MFN2 (mRNA o gen de mitofusina  oxigeno y nitrégeno),

estrogeno) 2), ROS (especies reactivas de oxigeno),
Fisl (proteina de fisidn 1) Mfn2 (proteina mitofusina),

TNFa (factor de necrosis tumoral a)

3 INTRODUCCION

3.1 MOTIVACIONES
Este trabajo, que tiene por titulo “Efecto de los acidos grasos omega 3 sobre la situacion de
estrés oxidativo asociada a la realizacion de la actividad fisica” tiene la pretensién de profundizar en
el estudio de los cambios que se suceden en la situacién de estrés oxidativo mitocondrial por la
combinacion de dos factores como el ejercicio y la suplementacién con 4acidos grasos omega 3.
Conocer qué tipo de relacion se establece entre estos dos factores, si se establece una relacién
sinérgica o se producen efectos contrapuestos que tienden a compensarse etc..., es interesante

desde el punto de vista deportivo, nutricional y bioquimico.

Como futuro bioquimico me parece de especial interés el entendimiento de la funcién
mitocondrial en tanto que ésta es de importancia central en procesos como la generacion de ATP y la
senescencia celular; es decir, jes clave para vivir y también para no morir! Como deportista creo que
el conocimiento y el estudio de los programas nutricionales con el fin de obtener un mayor
rendimiento deportivo es cada dia una herramienta mas interesante y que evoluciona en paralelo al

conocimiento que se genera gracias al esfuerzo de multitud de investigadores.

El programa de intervencidn nutricional en el que esta basado este estudio ya ha proporcionado
resultados publicados que ayudan a comprender el papel de los n-3 PUFA y el ejercicio en los
procesos inflamatorios y en la generacion de estrés oxidativo. Espero que esta pequefia aportacion

sirva para ampliar, por poco que sea, la compresidn sobre el tema.



3.2 DHAY AciDOS GRASOS OMEGA 3

El acido docosahexanoico (DHA, C22:6w3) es uno de los PUFA (acidos grasos poliinsaturados)
mas abundantes e importantes en el organismo [1]. La ingesta de gran cantidad de acidos grasos
insaturados (altamente oxidables) aumenta su presencia en la sangre y la capacidad oxidativa de los
mismos teniendo como consecuencia el aumento de la peroxidacion lipidica y la formacién de otros
productos derivados de la oxidacidn que tienen un alto potencial para causar dafio oxidativo. El DHA,
gracias a sus 6 insaturaciones, es el PUFA mdas oxidable de los que se ingieren en la dieta. Sin
embargo, una dieta rica en DHA provoca una disminucidn de los marcadores de dafio oxidativo y una

mejora de la capacidad antioxidante del organismo [2].

Estos 4cidos grasos omega 3 de cadena larga tienen funcidn y efectos pleiotrépicos; Entre otras
cosas, estdn implicados en la modulacién de la respuesta inflamatoria frente a diferentes estreses [3-
6] y muestran tener algun efecto sobre el balance oxidativo tras el ejercicio fisico, aunque en este
aspecto aparecen resultados tanto positivos como nulos [2, 7]. También se han observado efectos en
la prevencion de la degradacién proteica en células musculares [8], en el desarrollo y la funcionalidad
del sistema nervioso y del cerebro [9-11], efectos antiinflamatorios en enfermedades inflamatorias
crénicas o situaciones fisioldgicas especiales [12, 13] y, en general, en la respuesta inmune [14] cuya
causa parece ser la interaccién con la via de sefalizacién PPAR/NFkB. Los n-3 PUFA han sido
identificados como ligandos y activadores de los PPARy (receptor y de proliferacion activada
peroxisomal). PPARy activado tiene la capacidad de inducir la expresién de diferentes genes
dependiendo del tejido. Asi mismo, se ha observado que PPARy provoca la inhibicion de la
fosforilacién de IkB (inhibidor de NFkB) que es necesaria para la liberacion del heterémero que forma
con NFkB (factor nuclear k B) y con otras proteinas y que permite a NFkB internarse en el nucleo y
llevar a cabo su funcién como factor de transcripcidon. Entre estas funciones se encuentra la
expresion de citoquinas inflamatorias como TNFa (factor de necrosis tumoral a), IL-1B (interleuquina
1B) o IL-6 (interleuquina 6). Por otra parte, PPARy activado tiene la capacidad de interaccionar
fisicamente con NFkB inhibiendo sus efectos y su entrada en el nlcleo. Ademas, estos acidos grasos
omega 3, han sido vinculados a otros muchos procesos en los que tienen un rol importante ademas
de un posible efecto beneficioso[15]. No obstante, cabe destacar que no todos los efectos

observados sobre NFkB son dependientes de PPARy [14, 16].

En la siguiente tabla (Tabla 1) se puede observar un resumen de algunos de los efectos
fisiolégicos y efectos potencialmente beneficiosos de los n-3 PUFA segun una revision de P.C. Calder

[15].



Tabla 1 Resumen del papel fisiologico y de los potenciales efectos beneficiosos de los acidos grasos
polinsaturados omega -3 de cadena larga.

Papel fisiolégico de los acidos
grasos omega 3 de cadena larga

Beneficio potencial para la salud Patologia tratable

Regulacion de la presion sanguinea

Regulacion de la funcién
plaquetaria

Regulacion de la coagulacion
sanguinea

Regulacion de las concentraciones
plasmaticas de TG

Regulacion de la funcién vascular

Regulacion del ritmo cardiaco

Regulacion de la frecuencia
cardiaca

Regulacion de la inflamaciéon

Regulacion de la funciéon inmune

Regulacion del metabolismo de AG
yde TG

Regulacion del recambio 6seo

Regulacion de la sensibilidad a la
insulina

Regulacion del crecimiento celular
tumoral

Regulacion de la sefalizacion visual
via rodopsina

Componente estructural del
cerebro y del sistema nervioso

Reduce la presion sanguinea

Disminuye la probabilidad de
trombosis

Disminuye la probabilidad de
trombosis

Disminuye de las concentraciones
plasmaticas de TG

Mejora la reactividad vascular
Disminuye las arritmias cardiacas

Mejora la variabilidad de la
frecuencia cardiaca

Disminuye la inflamacién

Mejora la funcion inmune

Sintesis y almacenamiento de TG
disminuida

Mantenimiento de la masa dsea

Mejora la sensibilidad a la insulina

Disminuye el crecimiento celular
tumoral y la supervivencia celular

Sefializacion visual optimizada

Desarrollo del cerebro optimizado
conduciendo a una mejora del
aprendizaje y de los procesos
cognitivos

Hipertensién, CVD

Trombosis, CVD

Trombosis, CVD

Hipertrigliceridemia, CVD

CvD

CvD
CvD

Enfermedades inflamatorias
(artritis, Ell, psoriasis, lupus,
asma, fibrosis cistica,
dermatitis,
neurodegeneracion, etc.),
CVD

Inmunodeficiencias

Ganancia de peso, pérdida de
peso, obesidad

Osteoporosis

DM-2

Algunos canceres

Desarrollo visual deficiente en
infantes (especialmente
prematuro)

Deficiencias en
comportamiento, aprendizaje
y procesos cognitivos en edad
la edad infantil

Nota: Se muestran tabulados los efectos de los acidos grasos omega 3 de cadena larga, el potencial efecto
beneficioso para la salud y las enfermedades en las que podria ser ttil. AG (acidos grasos), CVD (enfermedad
cardiovascular), DM-2 (diabetes melitus de tipo 2), Ell (enfermedad inflamatoria intestinal), TG

(Triglicéridos). Adaptado de [15].

Si bien es cierto que la suplementacién de este tipo de acidos grasos tiene efectos positivos,

sobretodo en situaciones inflamatorias, también es cierto que en cierta medida pueden actuar como

depresores del sistema inmune, lo que aumenta el riesgo de infecciones y enfermedades derivadas



de esta depresion [14, 17]. Asi pues, se cree que la incorporacion crénica de estos nutrientes a la

dieta puede ser beneficiosa o contraproducente dependiendo del individuo.

3.3 PRODUCCION DE RONS Y ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es una situacién que se alcanza cuando el balance de especies reactivas,
especialmente las radicalarias de oxigeno y nitrogeno (RONS), supera la capacidad del sistema
antioxidante de un organismo. Esta capacidad depende de varios factores como son las defensas
antioxidantes enddgenas (glutation peroxidasa, superdxido dismutasa, acido Urico, etc.), exdgenas
(carotenoides, tocoferoles, etc. provenientes de la dieta), la edad y el entrenamiento [18]. La
formacién de RONS se debe principalmente a 1) el consumo de oxigeno y pérdida de electrones en la
cadena de transporte mitocondrial y la formacién del radical superdxido, 2) el metabolismo

prostanoide, 3) la autoxidacidn de catecolaminas y 4) las actividades enzimaticas oxidasa [19-21].

Los RONS se estan produciendo y eliminando de forma constante en el organismo provocando
efectos tanto positivos como negativos. Cuando la formacidn de especies reactivas se incrementa
suavemente por encima de las capacidades antioxidantes se altera el balance rédox intracelular y se
producen una serie de adaptaciones como respuesta al estimulo que generalmente optimizan la
funcién celular y producen cambios fisiolégicos que son “beneficiosos” [22].Algunos de estos
cambios que se producen en las células son la regulacidn transcripcional/postranscripcional de la
NOS (6xido nitrico sintasa) por NF-kB y/o MAPK (proteina quinasa mitogénica activada) mejorando la
funcién vascular, la mejora de la respuesta inmune a través de la activacion de la proteina activadora
1 (AP-1) y NF-kB, la mejora de la funcidn mitocondrial y el aumento de la sintesis de enzimas

antioxidantes y GSH (glutation reducido) para combatir el aumento de RONS [18].

La sobreproduccién crénica y excesiva de RONS conduce al agotamiento de las defensas
antioxidantes y genera dafo en proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Ademas, este cambio en el
balance rédox provoca la expresion de genes proinflamatorios, la disfuncién mitocondrial vy

promueve la apoptosis [18].

3.4 EJERCICIO

El ejercicio fisico, en términos del interés de este trabajo, se puede definir como una actividad
planeada que conduce al incremento del gasto energético y el incremento del ritmo cardiaco. Existen
diferentes tipos de ejercicio los cuales se pueden clasificar como aerdbicos y anaerdbicos (segun la

intensidad), excéntricos, concéntricos o isométricos (segun la contraccién muscular) y crénicos o



agudos (segun la frecuencia). Todos ellos conllevan la formacidn de radicales libres en mayor o

menor medida [18, 20].

El ejercicio excéntrico (no el movimiento muscular excéntrico) aerdbico y anaerdbico es aquel
qgue se realiza cuando hay movimientos de contraccidén y extensidon de los musculos durante la
produccién intencionada de una fuerza submaxima [18]. Este tipo de ejercicio es el que se realiza en
actividades como el futbol en ciertos movimientos o el descenso en trail running y provoca un mayor
dafio en los tejidos comparado con el ejercicio concéntrico. En esta situacidon se produce una mayor
generacion de citoquinas proinflamatorias que provocan la migracion de neutréfilos y la liberacidon
RONS con el fin de hacer frente al dafio del tejido muscular [18, 23]. Debido a esto y al incremento de
la respiracién mitocondrial se produce una situacién aguda de estrés oxidativo. Asi pues, este tipo de
ejercicios son interesantes en el estudio de los cambios fisioldgicos y celulares que se producen en

situaciones de estrés oxidativo.

El ejercicio produce la migracidn de neutrdfilos al musculo esquelético y en ello juega un papel
importante los ROS producidos por la actividad NADPH-oxidasa [23]. Asi pues, se sugiere que los ROS
producidos por estos neutréfilos contribuyen a la sefializacion que conduce a las respuestas

adaptativas y remodeladoras.

3.5 DINAMICA MITOCONDRIAL Y ESTRES OXIDATIVO

Las mitocondrias son organulos muy dinamicos que se fusionan y se fragmentan en respuesta a
estimulos energéticos y estrés [24]. Las mitofusinas 1y 2 (Mfn1/2) situadas en la membrana externa
de las mitocondrias y la proteina atrofia éptica 1 (OPA1), situada en la membrana interna, se
encargan de regular la dindmica mitocondrial a través de la fusion de organulos mientras que los
procesos de fisién estdn gobernados principalmente por la proteina relacionada con la dinamina 1
(Drp-1) y la proteina de fisién 1 (Fisl). Estos dos procesos opuestos (fusion/fision) estan
continuamente dandose en la célula a través de la hidrdlisis de GTP llevada a cabo por estas
proteinas y se mantienen en un equilibrio dindmico que es alterado por el ambiente y otros factores
[25, 26]. Asi pues, es posible hablar de un ratio fusidn:fision. Se sabe que el aumento de este ratio
conlleva una mejora de la funcién mitocondrial, una mejor utilizacién de acidos grasos y una menor

produccién de ROS [27].

Existen evidencias de que la S-glutationilacién de la Mfn2 provoca la fusion de mitocondrias e
incluso se establece que esta fusion depende de las variaciones del ratio 2GSH/GSSG (Glutation

reducido/disulfuro de glutation, oxidado). Es decir, que la propia proteina podria ser un sensor del
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estado rédox celular. La fusién ocurre principalmente en situaciones de estrés celular agudo como el
estrés oxidativo agudo. Por otra parte, se sabe que la fisidn de estos organulos se produce cuando

existe glucolipotoxicidad, altos niveles de glucosa, de acidos grasos o un estrés oxidativo crdnico [28,

29].

La fusién mitocondrial, a parte de su papel en la regulacién del metabolismo energético, se
describe como un proceso destinado a incrementar la resistencia al estrés celular y a la muerte
celular. En este sentido, se sabe que las mitocondrias que se fusionan comparten enzimas
antioxidantes y otras moléculas que les pueden servir para hacer frente a estreses agudos y de esta
forma proteger sus proteinas, sus lipidos y su DNA. Por tanto, se piensa que es un mecanismo de

control de calidad en el cual se comparten proteinas, sustratos metabdlicos y DNA [24, 28].

La autofagia es un proceso por el que se eliminan organulos subcelulares dafiados o ineficientes
a través de un sistema de membranas que tiene el papel de asegurar la viabilidad celular y el
recambio de macromoléculas y organulos. Este proceso afecta selectivamente a las mitocondrias y es
conocido como mitofagia. Su relacién con los procesos de fusion y fisidén es estrecha puesto que se
ha observado que un aumento en la fisién mitocondrial permite la mitofagia a través de la
ubiquitinizacion de proteinas. La mitofagia y la fision mitocondrial parece ser que estdn precedidas
habitualmente por la acumulacién de RONS y la pérdida del potencial de membrana de la
mitocondria. Esta pérdida de potencial conduce a la ubiquitinizacion y degradacién de Mfn2 y a la

estabilizacidon de Drp-1 que provoca una fision mitocondrial exacerbada [30].

Mantener una poblacién de mitocondrias sanas es tan importante como el establecimiento de
nuevas mitocondrias para reducir el exceso de RONS e intermediarios metabdlicos. En este ha
sugerido que el ejercicio fisico induce tanto la biogénesis mitocondrial como la mitofagia para

mantener una éptima calidad mitocondrial en el musculo esquelético [31].

La maquinaria mitocondrial principal de la fosforilacion oxidativa esta formada por los complejos
I, I, Il 'y IV, la ATP sintasa (complejo V) y los transportadores de electrones ubiquinona y citocromo c.
En la mayoria de los tejidos esta maquinaria produce mas del 90% del ATP celular. Sin embargo, este
orgénulo también participa en funciones como el mantenimiento de la homeostasis de Ca%* o la
muerte celular. La cadena de transporte electrénico mitocondrial es la principal fuente de RONS
intracelular y debido a la proximidad, los complejos enzimaticos de esta cadena son a su vez dianas
susceptibles de dafio oxidativo. Una de las principales fuentes de RONS es la reduccidn parcial de

oxigeno que da como resultado la formacidn del radical superéxido. Este radical es precursor de
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otros radicales reactivos (hidroxil, peroxil, alcoxil...) y otras especies reactivas no radicalarias (oxigeno

singlete, peroxinitritos, perdxido de hidrégeno, otros perdxidos organicos, etc...) [32, 33].

La citocromo c oxidasa (CcO) es el complejo enzimatico (complejo IV) que se encarga de la
reduccion de O, a H,O y ademas es uno de los 3 complejos que impulsan protones al espacio
intermembrana con el fin de generar el gradiente que acopla la fosforilacion de ADP vy el transporte
electréonico mitocondrial. Este complejo enzimatico esta formado por 13 subunidades de las cuales 3

(las subunidades cataliticas) estan codificadas en la mitocondria [33].

La subunidad 4 de la citocromo c oxidasa (ColV), codificada en el nlcleo, tiene 2 isoformas
(COX4 y COX4b) cuya expresion varia en funcion de los tejidos y factores ambientales. En concreto, la
isoforma COX4b dispone de una regidn cercana al promotor que es un elemento de respuesta al
oxigeno (ORE) y otras dos regiones (una en el intrén 1 y otra en la region flanqueante 5’) que son
elementos de respuesta a hipoxia (HRE). Ademads, la actividad de la CcO esta sujeta a otro tipo de
regulacion mediada por el ratio ATP/ADP. Se sabe que la ColV tiene diversos lugares de unidn para
ATP y ADP y se ha propuesto que un ratio elevado produce la inhibicién alostérica de la CcO para
mantener un bajo potencial de membrana y reducir la produccién de RONS. No obstante, esta
regulacién esta ligada principalmente a la isoforma COX4 y no a la COX4b que podria servir para

saltarse esta regulacion en situaciones de alta demanda energética [33].

3.6 PLANTEAMIENTO TEORICO Y OBJETIVOS

La actividad fisica es capaz de producir un aumento en la producciéon de RONS y este aumento es
capaz conducir al dafio oxidativo. Ademas existen evidencias de que el ejercicio fisico induce la
expresiéon de Mfn2 con el objetivo de mejorar la funcién mitocondrial y reducir la produccién de
estas especies oxidantes. En la misma linea, el ejercicio puede aumentar la produccién de ColV para
satisfacer las demandas energéticas del tejido o puede inhibirla para reducir la funcién mitocondrial y
asi la formacion de ROS. Los acidos grasos omega 3, por su parte, han mostrado tener efecto sobre la
expresion de MFN2 mejorando la funcién mitocondrial y reduciendo los ROS en ciertos tipos

celulares. No se han encontrado referencias de lo que ocurre con respecto a COX4.

Puesto que no estd clara la relacidn que establece entre los factores “ejercicio” y
“suplementacidn con n-3 PUFA” en la expresion de estas proteinas mitocondriales, se plantea como
objetivo de la parte experimental, determinar la expresidn génica de los genes COX4 y MFN2 bajo los
efectos del tratamiento con acidos grasos omega 3 y de la actividad fisica destinada a generar estrés

oxidativo.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 BUsSQUEDA

La busqueda de informacion se realizé a través de la base de datos de PubMed utilizando como
palabras clave, en los articulos de mas relevancia, los términos “docosahexanoic acid”, “DHA

n o«

supplementation”, “omega-3 fatty acid”, “neutrophi

n u

I”, “oxidative stress”, “ROS”, “exercise”, “acute
exercise”, “MFN2”, “Cytochrome c oxidase IV”. Para la realizacién de este trabajo se hicieron
busquedas combinando dichos términos o busquedas mas especificas para la obtencién de

informacidén mas detallada.

4.2 DISENO EXPERIMENTAL

El estudio consistid en la administracion de una bebida suplementada con acidos grasos omega
3 o0 una bebida placebo a dos grupos de deportistas. Los grupos fueron separados por el método
experimental de doble ciego. Este estudio de intervencién nutricional se inicié con el comienzo de la
pretemporada de los deportistas y se prolongd durante 8 semanas tras las que se recogieron
muestras de sangre para analizar la expresion de MFN2 y COX4 en neutréfilos en condiciones basales
y postejercicio. De este modo se estudio el efecto de la suplementacidn y del ejercicio en deportistas

entrenados.

Todos los sujetos fueron informados del objetivo y las exigencias del estudio antes de dar
consentimiento escrito para la participacién en el mismo. El protocolo de estudio se ajusta a la
Declaracién de Helsinki para la investigaciéon con sujetos humanos y fue aprobado por el Comité de
Etica de la Investigacion de las Illes Balears (CEI-IB) N° IB 994/08 PI (Palma de Mallorca, Islas Baleares,

Espafia). El proyecto fue registrado en ClinicalTrial.gov (NCT02177383).

Es necesario mencionar que mi aportacion particular en el ambito experimental de este estudio,
abarca Unicamente el anadlisis del mRNA ya purificado y el andlisis de los datos obtenidos. Mas
informacién acerca de la metodologia utilizada se puede encontrar en los articulos “Diet
supplementation with DHA-enriched food in football players during training season enhances the
mitochindrial antioxidant capabilities in blood mononuclear cells” [7] y “Effects of docosahexaenoic
acid diet supplementation, training, and acute exercise on oxidative balance in neutrophils” [2]. No
obstante, en este apartado se repiten algunos de los conceptos basicos de la metodologia utilizada

para facilitar la comprension del trabajo realizado.
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4.3 SUJETOS DE EXPERIMENTACION.

Los sujetos, varones en su totalidad, fueron futbolistas federados y profesionales del segundo
equipo del RCD Mallorca en la pretemporada de 2011/2012. Los 15 individuos que se sometieron al

Ill

estudio se dividieron en “grupo experimental” y “grupo placebo” (9 y 6 individuos respectivamente)
seleccionados de forma aleatoria. Los grupos no mostraron diferencias antropomeétricas significativas
(peso, altura, circunferencia de la cintura, circunferencia de la cadera, ratio cintura/cadera ni indice
de masa corporal (IMC)) ni diferencias en la edad, en la presion sistdlica y diastélica, en el VO, max ni
en el tiempo de ejercicio que realizaron durante el estudio (Tabla 2). Todos ellos eran individuos
“sanos” no fumadores.

Tabla 2 Principales caracteristicas antropométricas y fisioldgicas de los individuos que participaron en el
estudio.

Edad Peso (kg) Altura (cm) IMC Cintura Cadera WHR
(afios) (kg/m2) (cm) (cm)

Placebo 19.3+0.4 76.5£1.8 17912 24.0£0.6 78.210.8 97.0£1.0 0.805%+0.012
Experimental 20.4x0.5 76.413.5 18043 23.5+0.5 78.5¢1.1 96.611.4 0.814+0.012
PAS PAD VO2max FFM (%) TEM TEI
(mmHg) (mmHg) (mL/kg) (min/dia) (min/dia)

Placebo 11718 56.7£5.9 60.4£1.8 92.5£0.2 68.6t17.1 96.4+57.9

Experimental 12213 66.7+3.5 62.0+0.9 92.840.3 63.2+14.6 50.4£13.1

Nota: Ratio Cintura-Cadera (WHR), Presidon Arterial Sistolica (PAS), Presion Arterial Diastélica (PAD),
Porcentaje de masa magra (FFM), Tiempo Ejercicio Moderado (TEM) y Tiempo Ejercicio Intenso (TEl). Los
resultados se expresan como la media + SEM. *; Diferencias significativas entre placebo y suplementacion.
Adaptado de [2, 7].

4.4 BEBIDA

Durante 5 dias a la semana y en un total de 8 semanas ambos grupos ingirieron 1 litro de una
bebida preparada a base de almendra (3%) y sacarosa (0,8%) antes de la realizacién de la actividad
fisica diaria. Ademas, la bebida placebo tenia un 0,8% de aceite de oliva refinado y la bebida
experimental un 0,6% de este aceite y un 0,2% de DHA-S Market (Market Biosciences Corp.,
Columbia, EEUU). El grupo experimental, por tanto, recibiéd una bebida en cuyo contenido lipidico
habia 3.78 + 0.15 (%) de C22:5w3 y 7.62 + 0.26 (%) de C22:6w3 y que supuso la ingesta de
aproximadamente 1,14g/dia de estos n-3 PUFA de forma independiente a la dieta. El grupo placebo

ingirié una bebida de aspecto y propiedades organolépticas idénticas en la que no se hallaron los
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acidos grasos mencionados. Ambas contenian ademds una cantidad de vitamina E equivalente a

0,4mg/mL.

45 EJERCICIO

La actividad fisica durante el tratamiento de 8 semanas fue consultada a los deportistas. Esta
consistia en actividad fisica individual y auténoma vy las sesiones de entrenamiento de pretemporada
de su equipo; Los datos recopilados indicaron que cada grupo habia realizado 96.4+57.9 y 50.4+13.1
min/dia de ejercicio intenso y 68.2%17.1 y 63.2+14.6 min/dia de ejercicio moderado (placebo y
experimental respectivamente). No se encontraron diferencias significativas entre los grupos. Los
ejercicios realizados a intensidades moderadas y altas durante tiempos cercanos a 60 minutos, se

consideraron capaces de inducir un aumento del estrés oxidativo [34].

El dia de la prueba para las condiciones postejercicio se realizaron unos ejercicios que
consistieron en 15 minutos de calentamiento, un test Leger-Boucher para determinar indirectamente
el VOzmax, 15 minutos de recuperacidn con pases de balén, 4 tandas de 5 minutos de ejercicios de
posesidn de 5 contra 5, 3 tandas de 6 minutos de ejercicios de posesidn de 6 contra 6 y un partido de
futbol de 20 minutos de 5 contra 5. El ejercicio se realizé a mas de un 70% de VOzmax durante

aproximadamente 60 minutos.

4.6 OBTENCION DE MUESTRAS, PURIFICACION DE NEUTROFILOS Y EXTRACCION DE RNA

Se extrajeron 3 muestras de sangre; la primera antes de empezar el tratamiento, otra en
condiciones basales tras 8 semanas de tratamiento y la tercera tras la realizacién de ejercicio fisico a
ambos grupos. Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena antecubital tras un periodo de entre

30 y 60 minutos de reposo en posicidn sedente.

La primera extraccion se realizd para analizar el estado de la poblacién a estudiar y valorar la
incorporacion de estos acidos grasos elementales en el grupo experimental durante las 8 semanas.
La extraccidn en condiciones basales se hizo tras 12 h de descanso y ayuno mientras que las muestras
post-ejercicio se recogieron a las 2 h de haber terminado la actividad fisica. Se utilizaron vacutainers

con EDTA como anticuagulante para preservar la muestra lo mas eficientemente posible.

La purificacidon de neutrdfilos se realizé como se muestra en otros trabajos [2, 7] en los que se
adapta un método ampliamente utilizado [35] por el cual la muestra de sangre se introduce en Ficoll

en una proporcién 1,5:1 y se centrifuga a 900g durante 30 minutos a 42C. El precipitado que contenia
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neutréfilos y eritrocitos se hemolizé con cloruro de amonio 0,15M vy se centrifugé a 750g durante 15
minutos a 42C. El sobrenadante se descartd y se realizaron lavados del precipitado con cloruro de
amonio y PBS (buffer fosfato salino, pH 7,4). Posteriormente los neutrdfilos aislados fueron lisados

con agua destilada.

Asi mismo, la extraccion de RNA fue la misma que la mostrada en los articulos anteriores. El RNA
total de los neutréfilos se obtuvo por extraccidn con Tripure (Roche Diagnostics. Alemania) segun las

instrucciones del fabricante. Se ultracongelé el mRNA purificado para evitar su degradacion [36].

4.7 CUANTIFICACION RNA, TRANSCRIPCION INVERSAY RT PCR
El mRNA de los genes MFN2 y COX4 fue cuantificado de forma relativa por PCR a tiempo real
(RT-PCR) utilizando el rRNA 18S como normalizador de la expresion de cada muestra [37, 38]. Para
ello, se obtuvo 1ug de RNA de cada muestra que fue retrotranscrito a cDNA utilizando 50 U de
Expand Reverse Transcriptase (Roche Diagnostics. Alemania) y 20 pmol de oligo (dT) durante 60

minutos a 372C en un volumen final de 10uL.

La RT-PCR se realizé utilizando 2,5uL del cDNA obtenido y el kit Light Cycler Fast Start DNA
Master PLUS SYBR Green kit (Roche Diagnostics, Alemania) en una amplificacién de 45 ciclos. Los
primers utilizados (0,376uL Fw y 0,376uL Rv) y las condiciones que se establecieron pueden verse en

la Tabla 3.

Tabla 3 Primers y condiciones utilizadas en la PCR a tiempo real.

Gen Primer Condiciones

Temperatura Tiempo

185 Fw: 5'- ATGTGAAGTCACTGTGCCAG -3' 95°C 10s
Rv: 5'- GTGTAATCCGTCTCCACAGA -3' 60°C 10s

72°C 12s

MFN2  Fw: 5'- ATGCATCCCCACTTAAGCAC -3' 95°C 10s
Rv: 5'- CCAGAGGGCAGAACTTTGTC -3' 60°C 10s

72°C 15s

COX4  Fw:5'- AGAAGCACTATGTGTACGGCCC-3' 95°C 10s
Rv: 5'- GGTTCACCTTCATGTCCAGCAT -3' 60°C 10s

72°C 15s

Nota: Se muestra los primers de los genes que se analizaron y las condiciones a las que se sometieron;
Temperatura y tiempo de desnaturalizacion, alineamiento y elongacion.
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4.8 ANALISIS DE DATOS Y TRATAMIENTO ESTADISTICO
Los datos obtenidos tras la RT-PCR fueron procesados siguiendo el método 222[39]. Los
resultados se muestran como la media * error estdndar. Se consideran estadisticamente significativo
un P < 0,05. El andlisis estadistico de los datos procesados se llevd a cabo utilizando una ANOVA de 2
vias siendo los factores analizados la suplementacién y el ejercicio agudo. Para realizar este trabajo
se utilizé el programa informatico Statistical Package for Social Sciences (versién 21.0 para Windows,

SPSS Inc., Chicago, Ill., EEUU).

5 RESULTADOS

Este estudio describe la expresién génica de los genes MFN2 y COX4 en futbolistas sometidos o
no a un programa de intervencion nutricional con acidos grasos omega 3 (principalmente DHA) en
condiciones basales o postejercicio. La bebida experimental, segun resultados publicados
anteriormente [4, 7], mostré diferencias significativas en la composicién de acidos grasos respecto a
la bebida placebo, en cuyo caso no fueron detectables los acidos grasos C20:3, C22:0, C22:5, y
C22:6w3. Tras las 8 semanas de tratamiento y de pretemporada de los deportistas del grupo
sometido a la bebida experimental redujeron significativamente los niveles de acido eicosatrienoico,
araquiddnico y aumentaron los niveles de dcido docosahexanoico en la membrana de los eritrocitos.
Con respecto al grupo placebo, estos deportistas redujeron los niveles de acido araquiddnico y
aumentaron el porcentaje de dcido docosahexanoico en los eritrocitos. Informacién mas detallada se

puede encontrar en la Tabla 2 de [7].

Como se puede observar en la Tabla 2, ambos grupos experimentales (placebo vy
suplementacion), presentaron antes del estudio unas caracteristicas antropométricas y fisioldgicas

similares y comparables sin que se observara ninguna diferencia significativa entre los grupos.

Es necesario mencionar, que el ejercicio produjo diferencias significativas en los marcadores de
estrés oxidativos del grupo placebo en condiciones postejercicio frente a la situacion basal. Ejemplo
de ello son los niveles de MDA (de 0,26+0,05 pmol/10° células a 0,58+0,11 pumol/10° células), de
dafio en el DNA (intensidad de cola del “comet assay” de 4,17+0,39 % a 5,90+0,64 %), de algunas
actividades enzimaticas y de la expresién de algunos genes que pueden ser consultados en los

articulos [4, 7].
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5.1 NiveLes MRNA bE MFN2

En este trabajo se determind la expresion del mRNA de la MFN2 a partir de 1ug de RNA aislado
de cada muestra que fue retrotranscrito a cDNA, amplificado y analizado por RT-PCR. El grupo frente
al que se determinan los niveles de mRNA es el grupo placebo en condiciones basales (barra negra en
Gréfico 1 y 2). A este grupo se le asignd el valor 1 y los grupos restantes estan expresados en
proporcién a la expresiéon del grupo placebo en condiciones basales. Pese a las diferencias en las
medias de los grupos basal suplementacién y postejercicio suplementacién, no se hallaron
diferencias significativas que pudieran hacer afirmar que existe una mayor expresion. Tampoco fue
asi para el grupo postejercicio placebo cuya media es muy cercana a 1 (1,08910,229). Del mismo
modo, no fueron encontradas diferencias significativas entre ninguno de los 4 grupos comparados
entre si. Analizados los factores a través de una ANOVA, se reflej6 que ni el factor de la

suplementacion, el factor del ejercicio ni su interaccién tenian un efecto significativo.

3 1,745+ 0,877
25 1,729+ 0,425
] I
1,089+ 0,229

1,5 + 1,000+ 0,156

I

Expresion relativa de MFN2

0,5
O -

@A Basal+Placebo Bl Basal+Suplementacion
Postejercicio+Placebo Bl Postejercicio+Suplementacion

Grafico 1 Expresion del Mfn2 obtenida del analisis del mRNA en PCR a tiempo real. La cuantificacion relativa
de los datos se muestra con respecto al grupo placebo en condiciones basales (grupo control, media 1). Se
muestran los 4 grupos segun la combinacion de los factores ejercicio y suplementacion. Los resultados se
expresan como la media = SEM. *; Diferencias significativas entre placebo y suplementacién. #; Diferencias
significativas entre condiciones basales y postejercicio.

5.2 NiVELES MRNA DE COX4
La expresién del mRNA de COX4 se presenta en el Grafico 2 del mismo modo qué se ha utilizado
para el caso de la MFN2; En azul el grupo placebo en condiciones basales presenta un valor de
1,000+0,257, en naranja el grupo suplementado en condiciones basales alcanza niveles de

1,452+0,435, en gris el grupo placebo en condiciones postejercicio se mantiene en 0,884+0,192
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mientras que en amarillo el grupo suplementado en condiciones postejercicio presentd un valor de

1,185+0,564.

Andlogamente a lo ocurrido en la expresién de MFN2, no se hallaron diferencias significativas
entre los grupos de estudio ni entre los factores investigados. Por lo tanto no es posible establecer
una relacion clara entre la suplementacidon con DHA, el ejercicio y la expresién de los genes MFN2 y

COXA4.
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Grafico 2 Expresion del COX4 obtenida del analisis del mRNA en PCR a tiempo real. La cuantificacion relativa
de los datos se muestra con respecto al grupo placebo en condiciones basales (grupo control, media 1). Se
muestran los 4 grupos seglin la combinacién de los factores ejercicio y suplementacion. Los resultados se
expresan como la media + SEM. *; Diferencias significativas entre placebo y suplementacién. #; Diferencias
significativas entre condiciones basales y postejercicio.

6 DISCUSION

6.1 SUPLEMENTACION N-3 PUFA

En este estudio se ha observado que la suplementacion durante 8 semanas a deportistas con
una bebida enriquecida en acidos grasos omega 3 no ha supuesto cambios en la expresion de MFN2
y COX4. Estos resultados no se relacionan con los de otro estudio en el que hepatocitos esteatdticos
tratados in vitro con DHA y EPA presentan una mayor expresion de MFN2 frente a los no tratados
[40]. Sin embargo, esta situacién se diferencia mucho de la que se da en individuos sanos. Ademas,
también se ha comprobado que el EPA y el DHA en estas células provocan una mayor produccion de

ATP y una menor produccién de RONS y que este efecto es debido a la optimizacion de la funcidn
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mitocondrial que se genera por medio de MFN2. En nuestro trabajo, las medias concuerdan con
estos datos, sin embargo, la amplia variabilidad de los datos no permite afirmar que haya diferencias
significativas. Por otra parte, no se ha encontrado bibliografia que describa la expresién de COX4 tras
el tratamiento con este tipo de acidos grasos. Por lo tanto se puede establecer que la administracién

de DHA no tiene efecto directo sobre la expresion de este gen.

6.2 EJERCICIO INTENSO
El ejercicio intenso no ha mostrado efecto alguno sobre la expresion de MFN2 y COX4. Estos
resultados concuerdan con lo observado por Cartoni et al. donde el ejercicio no fue capaz de inducir
un aumento en la expresién de estos genes hasta 24h después en el musculo esquelético de ciclistas
entrenados [41]. En ambos genes se evidencia este aumento tras 24h por lo que otro disefio
experimental podria aportar nuevos datos de interés para este estudio. También se ha demostrado
que el aumento en la expresién de MFN2 a las 24h de la realizacidon de la actividad fisica esta

inducida por PGC la (coactivador 1a de PPARy) y ERRa (receptor a relacionado al estrégeno [41].

Por otra parte, se ha visto que en individuos en los que se realizé un programa de
entrenamiento de siete dias, el aumento de COX4 en musculo esquelético no se manifesté hasta 4 h
después de la tercera sesion (tercer dia) y que estos niveles aumentados se mantuvieron durante los
restantes dias del estudio por efecto de la “memoria del ejercicio” [42]. Asi pues, es muy posible que
en el caso de nuestro estudio, los niveles estén aumentados por el bagaje de los deportistas y que la

sesion de ejercicio intenso no sea capaz de modificar la expresion de COX4.

Las tandas de ejercicio intenso incrementan la produccién de RONS aunque en individuos
entrenados el incremento es menor debido a las adaptaciones de sus defensas antioxidantes al
estrés oxidativo y a la optimizacidn funcional de sus mitocondrias. Al igual que ocurre en estudios
anteriores a este [2], la expresidn génica podria no verse afectada y si la actividad de dichas proteinas
como ocurre en otros articulos donde la actividad de MFN2 es sensible al estado rédox [28]. Asi pues
la investigacidon futura acerca de la actividad de estas proteinas con respecto a los factores

estudiados podria mostrar unos resultados distintos a los que se muestran aqui.

6.3 INTERACCION DE FACTORES
La interaccion de los factores ejercicio fisico agudo y tratamiento con DHA no ha conseguido
modificar la expresién de MFN2 y COX4. Una de las hipdtesis que se manejaban era que el
tratamiento con acidos grasos omega 3 disminuyera la produccion de RONS y mejorara su
eliminacion y que de esta forma se disminuyera la sefializacién necesaria para el aumento de la
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expresion de estas proteinas en condiciones postejercicio. Sin embargo, manejar esta hipétesis sin

haber obtenido los resultados esperados de los factores aislados no tiene sentido.

6.4 LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS
La mayoria de estudios realizados sobre la actividad fisica en relacién con las proteinas
mitocondriales Mfn2 y ColV se han llevado a cabo en musculo esquelético. Esto hace dificil la
extrapolacion de los resultados a lo que ocurre en los neutréfilos. No obstante, el estudio de
neutrdéfilos es mucho menos invasivo que el de células del musculo esquelético por lo que encontrar
evidencias de un comportamiento similar entre los dos tipos celulares ayudard a mejorar la

relevancia de los resultados.

No se han encontrado evidencias de la existencia de elementos de respuesta de MFN2 y COX4
que puedan verse afectados por los cambios ocasionados por el DHA. No obstante si existen
resultados que relacionan el DHA con un aumento de la expresién de MFN2 que en este estudio no
se ha producido [40], y resultados que relacionan el ejercicio con cambios en la expresion de MFN2 y
COX4 [41]. Por lo tanto debe existir algin mecanismo que los regule. En este sentido, es interesante
que PGC 1la y ERRa se unan especificamente a regiones del promotor de MFN2 en células SAOS2 [41]
asi como la existencia de elementos de respuesta ORE y HRE en el gen de COX4b [33]. Investigar la
relacidn de estos elementos con el ejercicio y los acidos grasos omega 3 puede ayudar a comprender

la base de las variaciones observadas en otros estudios y que aqui no se han observado.

Por otra parte, seria interesante realizar un estudio sobre como estos factores (ejercicio y
suplementacion con acidos graso omega 3) pueden afectar a la dindmica mitocondrial sin afectar a la
expresion de los genes analizados, es decir, si se observan cambios en la morfologia mitocondrial, en
la ubiquitinacion o glutationizacidn de Mfn2, en la actividad de CcO, etc. debidos a alguna mejora del

manejo de los RONS por los neutrofilos.

7 CONCLUSIONES

La interaccién de suplementacion con acidos grasos omega 3 y ejercicio agudo en individuos
entrenados no produce cambios en la expresién de MFN2 ni COX4 a las 2 h de haber terminado la
actividad fisica. Que tampoco se produzcan cambios en individuos suplementados en situacién basal
ni en individuos que han recibido la bebida placebo y han realizado una actividad fisica intensa hace
pensar que las capacidades de estos individuos ya estan lo bastante alteradas como para que estos

factores no supongan un motivo de incremento adicional. Que estos factores no modifiquen la
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expresion de estos genes no parece explicar que no se hayan encontrado cambios en su expresiéon
puesto que existe bibliografia que lo ha conseguido. Por lo tanto, un disefio experimental distinto
puede aportar podria aportar datos mds acordes con la bibliografia citada. No obstante no se ha
determinado la expresién de MFN2 ni COX4 en neutroéfilos bajo estas condiciones por lo que es

necesaria mas investigacion con el fin de determinar que ocurre en este tipo celular.
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