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Resumen

Durante las ultimas 2 décadas, los avances en la decodificacion del mapa genético
humano, asi como el descubrimiento de genes defectuosos que codifican las proteinas
especificas particulares en algunas enfermedades humanas graves han dado lugar a
intentos de tratar a los pacientes enfermos con terapia génica. Se ha puesto especial
interés en las proteinas recombinantes humanas que han sido genéticamente
modificadas y producidas in vitro (insulina, hormona crecimiento, factor de crecimiento-
1 similar a la insulina, eritropoyetina).

Por desgracia, estas sustancias y los métodos utilizados también se han convertido en
herramientas inadecuadas para los atletas deshonestos. Las investigaciones
Biomédicas se han centrado en la posible insercién directa del material genético en el
organismo, con el fin de reemplazar algunos genes defectuosos in vivo y/o para
promover la sintesis enddégena de proteinas deficientes de larga duracion.
Tedricamente, la diabetes, anemia, distrofias musculares, las deficiencias inmunes, las
enfermedades cardiovasculares y otras numerosas enfermedades podrian beneficiarse
de estas Investigaciones biomédicas innovadoras, aunque todavia queda mucho
trabajo por realizar.

Considerando los hallazgos recientes que vinculan genotipos especificos y el
rendimiento fisico, para algunas personas resulta tentador someter a la joven poblacion
atlética a las transformaciones genéticas o en su defecto, a la modulacion de la
expresion genética artificial. Se han desarrollado muchas investigaciones con la
finalidad de lograr una transferencia segura de material genético a los seres humanos.
Esto es de importancia critica ya que debido a la produccion no controlada de proteinas
especificamente codificadas, podrian ocurrir efectos secundarios adversos graves
(policitemia, problemas cardiovasculares agudos, cancer, etc.). También son posibles
otras reacciones impredecibles (inmunogenicidad de vectores o complejos ADN-vector,
las anemias autoinmunes, la produccion de material genético de tipo salvaje). Algunas
de las nuevas sustancias (bloqueadores de miostatina o anticuerpos anti-miostatina),
aunque no son material genético significativo, podrian representar una herramienta util



en el tratamiento y la prevencién de las distrofias musculares. Del mismo modo, otras
moléculas, con las funciones de activadores genéticos o metabdlicos [5-aminoimidazol
-4—carboxamida 1-BD-ribofurandsido (AICAR), GW1516] , podrian concomitantemente
mejorar la capacidad de los ejercicios de resistencia no solo en condiciones de
isquemia , sino también en condiciones normales.



Sin duda, algunos atletas intentaran aprovecharse de estas nuevas moléculas para
aumentar la fuerza o la resistencia.

Palabras Claves:doping, genes, sustancias moduladoras

Los Laboratorios Antidoping estan mejorando los métodos de deteccion. Estos se
basan tanto en la identificacion directa de las nuevas sustancias o sus metabolitos
como en la evaluacién indirecta de cambios en los patrones genéticos, proteinas o
metabolitos (gendmica, protedbmica o la metabolémica).

Summary

During the past 2 decades, advances in decoding the human genetic map as well as the
discovery of defective genes that encode specific proteins in particular some serious
human diseases have led to attempts to treat sick patients with gene therapy. There has
been considerable focus on human recombinant proteins that have been genetically
engineered and produced in vitro (insulin, growth hormone, growth factor -1 similar to
insulin , erythropoietin ) Unfortunately, these substances and methods have also
become inadequate for athletes unscrupulous tools. The biomedical research have
focused on the possible direct insertion of genetic material into the body to replace
some defective genes in vivo and / or to promote the endogenous synthesis of full
length proteins deficient. Theoretically, diabetes, anemia, muscular dystrophy, immune
deficiencies, cardiovascular disease and numerous other diseases could benefit from
such innovative biomedical research, although there is still much work to do.

Considering the recent findings linking specific genotypes and physical performance, for
some people it is tempting to subdue the young athletic population genetic
transformations or failing that, to the artificial modulation of gene expression. Many
researches have been developed in order to achieve a secure transfer of genetic
material to humans. This is critical because due to uncontrolled production of encoded
proteins specifically, serious adverse side effects (polycythemia, acute cardiovascular
problems, cancer, etc.) may occur. Other unpredictable reactions (immunogenicity
vector or DNA-vector complex, autoimmune anemias, genetic material producing wild-
type) are also possible. Some of the new substances (myostatin blockers or anti -
myostatin antibodies), although not significant genetic material, could be a useful tool in
the treatment and prevention of muscular dystrophies. Similarly, other molecules, with
the functions of genetic or metabolic activators [5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-BD-
ribofuranoside (AICAR), GW1516], could concomitantly improve the capacity of
endurance exercise not only able to ischemia, but also in normal conditions.

No doubt some athletes try to take advantage of these new molecules to increase
strength or endurance. The Anti-Doping Laboratory are improving detection methods.
These are based on both direct identification of new substances or their metabolites and
indirect assessment of changes in genetic patterns, proteins or metabolites (genomics,
proteomics or metabolomics).
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1. Introduccién

La terapia génica esta adquiriendo una importancia considerable en el tratamiento
prospectivo de muchas enfermedades genéticas o adquiridas [1]. Descifrar el genoma
humano completo permite a los cientificos descubrir el origen de algunas
enfermedades genéticas y al mismo tiempo estudiar posibles métodos para el
tratamiento. En el campo terapéutico, se produce la posibilidad del tratamiento genético
por introduccion directa de material genético en el organismo o por la regulacion (o baja
regulacién) de la actividad de algunos genes deficientes (0 dafados). Esto podria
permitir una produccion casi fisioldgica y continua de algunas proteinas, evitando la
administracion periddica de proteinas recombinantes externas.

Desafortunadamente, los mismos métodos podrian ser utilizados por los deportistas
para hacer trampa con el objetivo de mejorar la produccion endoégena de algunas
proteinas particulares artificialmente [2]. La posible mala utilizacion de estas terapias
geénicas podria mostrar la misma eficacia que los métodos de dopaje reales basados en
la administracion de moléculas recombinante exdgenas.

2. Evolucion de las Reglas Antidoping

En junio de 2001, por primera vez, fue designado por la Comision Médica el Comité
Olimpico Internacional (COl) el Grupo de Trabajo de Terapia Génica, ante la posibilidad
potencial del abuso del dopaje genético por parte de los atletas, en una reunion sobre
"La terapia génica y su impacto en el deporte” [3] .

En marzo de 2002, la Agencia Mundial Antidopaje (AMA), junto con cientificos del
deporte, expertos en genética y representantes del deporte organizé un taller en el
Centro Banbury en Nueva York para discutir la posibilidad de la transferencia de genes
en el deporte donde el talento y la manipulacion genética convergen, y mas tarde
(2004) nombrdé un grupo de expertos sobre el dopaje genético [4].

Introducido por primera vez en 2003 en la lista IOC/WADA, se incluy6 el dopaje
genético en las listas de prohibiciones. El doping genético fue incluido en la lista
prohibida de la AMA del 2004 con la siguiente definicion: “El dopaje genético o celular
se define como el uso no terapéutico de genes, elementos genéticos y/o células que
tienen la capacidad de mejorar el rendimiento la atlético”.

En la lista de la version 2011, se expuso con mas detalle y especificada como:

" M3. GENE DOPAJE”. Con el potencial para mejorar el rendimiento deportivo, estan
prohibidas:

1. La transferencia de acidos nucleicos o secuencias de acidos nucleicos;

2. El uso de células normales o genéticamente modificadas;

3. Esta prohibido el uso de agentes que afectan directa o indirectamente las funciones
conocidas que influyen en el rendimiento al alterar la expresion génica. Por ejemplo, el
Receptor Activado por el Proliferador de Peroxisoma tipo & (PPAR® ) agonistas (por
ejemplo, GW 1516 ) y PPARd - Monofosfato de Adenosina (AMP)- Activada por
Proteina Cinasa (AMPK), agonistas del eje tales como 5-Aminoimidazol-4-
carboxamida 1 —3-d- ribofurandsido ( AICAR ) "



En la lista de prohibiciones de la AMA de 2012, la definicion de dopaje genético se
limitaba sélo a los puntos 1 y 2, mientras que las sustancias en el punto 3 (agonistas
PPARS y los agonistas del eje AMPK, GW1516 y AICAR) fueron trasladados a la clase
de S4, " Hormonales y moduladores metabdlicos™:.

En la lista de la AMA 2013, el dopaje genético tiene una definicidn con mayor precision
del punto 1: “ La transferencia de polimeros de acidos nucleico o analogos de acidos

nucleicos” [5].
3. Ingenieria genética y deteccion de genes

La evolucion de la "ingenieria genética" se inici6 en la década del 1980 con la
produccién "in vitro" de sustancias fisioldgicas activas, como fueron la insulina,
eritropoyetina (EPO), la hormona de crecimiento (GH) y el factor de crecimiento de tipo
1 similar a la insulina (IGF-1), que se encuentran estructuralmente muy cercanos a las
hormonas humanas [6] .

La evolucion fue muy rapida. Las primeras preparaciones de EPO humana
recombinante (rHUEPO) se obtuvieron con el gen de la EPO humana introducida en las
lineas de células de ovario de hamster chino, y eran responsables de las diferencias
sutiles en las estructuras de hidratos de carbono. Mediante el uso de células de rifion
humano en lugar de células de hamster, Shire Pharmaceuticals presentdé Dynepo en
2007. Esta nueva rHUEPO mostré una estructura molecular que estaba muy cercana a
la EPO endodgena.

Debido a su analogia estructural, algunos atletas consideraron erroneamente que
Dynepo podria ser utilizada para hacer trampa en el deporte sin peligro de ser
detectados de acuerdo con las pruebas de orina existentes en ese momento [7,8].

A partir de dos proyectos principales de investigacion, PATRIMONIO y GENATHLETE,
orientado a encontrar los genes responsables de la capacidad de resistencia en los
seres humanos [9], se identificaron muchos otros genes relacionados con el
rendimiento en el deporte. Algunos genes y su polimorfismo como son los genes
codificadores de la Enzima Convertidora de la Angiotensina (ACE), el codigo genético
(185-pb) del receptor de la EPO, el cédigo genético de la creatina quinasa muscular, o
el codigo del gen del receptor adrenérgico a2 se correlacionaron positivamente en
algunos estudios con la capacidad de mejorar la resistencia en corredores [10].

La revision de caracter anual publicada por Rankinen y colaboradores, y que ha sido
nombrada “mapa genético para el rendimiento humano”, actualiza la lista de los genes
humanos descubiertos relacionados con fenotipos de aptitud fisica. Hasta la fecha se
han registrado hasta 214 entradas de genes autosdémico y locus de rasgos, ademas de
otros siete en el cromosoma X y 18 genes mitocondriales que mostraron una clara
influencia en la aptitud y fenotipos del rendimiento. Los Genes con polimorfismos
genéticos singular o especial estan relacionados con los fenotipos de la resistencia, o
fenotipos de resistencia muscular, o respuesta al entrenamiento o fenotipos de
intolerancia al ejercicio [11, 12].

La investigacion genética podria convertirse en un método de seleccion capaz de
evaluar, de acuerdo con los distintos genes o patrones cromosdmicos, la posible
predisposicion genética de un atleta orientado hacia la resistencia o la potencia. Esta
caracteristica distintiva ya fue documentada por el estudio del polimorfismo del gen
PPARa en una gran cohorte de atletas. Estos sujetos y sus controles sedentarios



pareados experimentaron un genotipaje para el ADN de las células de la mucosa y
biopsia de los musculos de la boca para un subgrupo. Los resultados mostraron que
miotipologia estaba relacionada con el polimorfismo del gen PPARa [13].

Algunas publicaciones también han subrayado el aspecto ético de una violacién de la
privacidad relacionada con el uso y el manejo confidencial de la informacion relativa al
mapeo genéticos del individuo. Aunque no se aplica todavia en gran escala, es factible
el mapeo de genes de una poblacion deportiva especifica, como ya se ha
documentado. La identificacion de talentos en una edad temprana, basada en la
predisposicion genética de cada individuo, mas las caracteristicas antropomorficas
externas observables alrededor de la pubertad, no esta lejos de la conversién del
deporte de un evento de campo a un evento de laboratorio [14, 15].

Se llegd a un consenso similar en la ética y deporte durante el Simposio de la AMA de
2005, sobre el dopaje genético en Estocolmo, con la declaracion de que,” El uso de la
informacién genética para seleccionar a favor o discriminar a los atletas se debe
prohibir. Este principio no se aplica para la deteccién o legitimacion de la investigacion
médica” [16].

Este riesgo de abuso del tamizaje genético parece ser mas probable ya que algunos
articulos publicados subrayan el importante papel de un solo gen (ACTN3, alfa -actinina
- 3) en la expresion de las fibras de tipo Il de contraccion rapida en el rendimiento de
velocidad [17, 18]. Aunque la contribucion de este unico gen esta aun en discusion,
existen algunos kits comerciales que ofrecen la posibilidad de realizar un tamizaje
genético de forma rapida en los atletas. Tal estrategia, con un interés que aun debe ser
demostrado, no parece ética, especialmente entre una poblacién de atletas jovenes o
sanos [19].

De acuerdo con el Convenio del Consejo de Europa de Bioética y del Acta de la Ley de
No-discriminacion de la Informacién Genética de los EE.UU., las pruebas de
predisposicion genética son éticamente, o legalmente, aplicable so6lo por estrictas
razones de salud, y con adecuado consejo genético, y no son para otros fines de
evaluar la capacidad fisica o de empleo [20]. Estas reglamentaciones no consideran la
aplicacion del tamizaje a priori de atletas saludables para una enfermedad genética o
una condicion la cual pudiera revelar o empeorar por la practica del deporte [21]. Unos
pocos ejemplos tipicos se observan en algunas enfermedades del corazon
(miocardiopatia hipertrofica, el sindrome de QT largo, miocardiopatia ventricular
arritmogénica derecha, sindrome de Brugada, etc.), detectado durante un examen de
rutina antes de la participacion, en la cual se observa un fuerte vinculo con algun
familiar y/o predisposiciones genéticas [22, 23]. En algunas de estas condiciones, un
analisis genético bien realizado posibilita una correcta estratificacion del riesgo y
algunas medidas de prevencion secundaria, incluida la planificacion o retirada de la
actividad deportiva [24].

4. Tratamiento genético y manipulacion genética

Sin lugar a dudas, la terapia génica es probable que se convierta en una importante
herramienta para el tratamiento de pacientes que sufren de graves enfermedades.
Algunas condiciones patologicas que podrian potencialmente beneficiarse de tales
tipos de tratamiento incluidas las distrofias musculares congénita o adquirida, diabetes,



formas primarias o secundarias de la anemia grave (insuficiencia renal, cancer),
enfermedades cardiovasculares y trastornos del crecimiento.

Desafortunadamente, otro aspecto debe ser considerado sobre el posible uso de la
manipulacion genética. Estas futuras terapias innovativas utilizadas como tratamiento a
largo plazo de algunas enfermedades especificas probablemente seran mal utilizadas
simultdneamente por los atletas que hacen trampa y sus asesores cientificos, para
buscar una mejoria artificial de los parametros fisioldgicos y las capacidades [25-27].
En muchas enfermedades, la ciencia médica tiene como primer objetivo identificar las
deficiencias congénitas o adquiridas o funcion anormal de sustancias particulares en el
cuerpo humano (proteinas, hormonas, enzimas, etc.). Entonces, los actuales
tratamientos consisten en un intento de equilibrar los mecanismos defectuosos por la
introduccion externa de las sustancias deficientes en el cuerpo humano. Este es el
caso, por ejemplo, de la insulina, GH y EPO, que, aun siendo insuficiente, por ejemplo,
en pacientes con diabetes, provocan problemas de crecimiento o anemia, se producen
de forma externa in vitro o in vivo y posteriormente son inyectadas en el organismo
humano [ 28 ].

La manipulacion genética prenatal de células madre embrionarias en realidad es de
interés practico. Por el contrario, la intervencién postnatal en las células somaticas, por
la introduccién de material genético (ADN, ARN o células modificadas genéticamente)
en el cuerpo, es capaz de mejorar o suprimir la produccién de sustancias responsables
de los patrones de la enfermedad.

El progreso de la terapia génica se basa en la identificacion de los genes responsables
de la produccion de una sustancia/lhormona/enzima especifica, seguido por la
introduccion de este gen (transgén) en el cuerpo humano.

Se prevé que este transgén se incorporara en la célula y utilizara la maquinaria celular
para sintetizar la proteina recombinante especificada o la hormona en Vvivo,
directamente dentro del cuerpo humano, dando lugar a la produccion de una proteina
muy similar a la endégena que falta o que esta danada [29-31].

De manera similar, los atletas que estan decididos a hacer trampa podrian tratar de
usar las mismas manipulaciones genéticas para mejorar su rendimiento mediante el
aumento de la produccion de algunas proteinas relacionadas con el rendimiento. En
consecuencia, poder diferenciar las moléculas producidas a partir de dopaje genético
de sus contrapartes "naturales" es un verdadero desafio [32, 33].

Varios métodos, incluyendo la inhalacion o inyeccion, pueden ser utilizados para
incorporar el material genético al interior del cuerpo.

Una vez que el material genético se incluye dentro de la masa nuclear de la célula, la
secuencia de ADN del gen induce, a travées de RNA, la produccion de la proteina
especifica codificada por el material genético insertado. Se han propuesto varios
métodos de introduccion del material genético, con diferentes ventajas y/o efectos
adversos:

- Trasplante directo: Con esta técnica, las células humanas son aisladas del cuerpo,
modificadas genéticamente in vitro, se tamizan y finalmente de nuevo son
trasplantadas al donante. Este método ha recibido un renovado interés desde que
Medgenics inicid recientemente un estudio de fase llb con el uso de la Biobomba
(Biopump) de EPO en pacientes anémicos dializados [34, 35].

- Transfeccion: Este método implica transportadores no virales (liposomas, plasmidos,
vesiculas lipidicas, el ADN normal, Complejos proteina-ADN, ADN desnudo) [36]. El



vector de transporte es generalmente mas facil y mas barato para preparar y esta
menos sujeto a la contaminacion que otros métodos.

El material genético es inyectado vy ejerce sélo efectos locales. La inmunogenicidad de
este método es baja, asi como la duracién de la accion (dias o semanas).

- La transduccion con vectores virales inactivos [adenovirus, virus adeno-asociado
(AAV), onco-retrovirus, spumavirus, virus del herpes, lentivirus, virus del bosque
Semliki ] :Al parecer, hasta la fecha, este es el método mas eficaz [37]. La duracion de
los efectos, que también puede ser sistémico, es mas largo (meses o afios), pero la
preparacién es mas costosa, mas prolongada y tiene mas riesgos.

De hecho, los virus inactivos lisados no son patdégenos, pero en comparacion con los
vectores no virales, que muestran mayor toxicidad e inmunogenicidad, a veces
producen rechazo. Ademas, el riesgo de contaminacion con virus virulentos o de tipo
salvaje durante la preparacion no se puede excluir, a pesar de las pruebas de
contaminacion y de seguridad que se realizan.

- Otras técnicas: existen métodos adicionales, tales como microinyeccién, biobalistica
(que utiliza pequefias particulas de plata recubiertas con el material genético que se
insertara en la célula receptora), y corporaciones electro y quimicas (que implican la
creacion de poros en la membrana celular de modo que los genes se pueden transferir
faciimente) [38] .

Las problemas mas comunes relacionados con la terapia génica son [39-41]:

- La calidad del material genético: incluso si se obtiene facilmente y no es costoso de
producir en grandes cantidades por cultivos bacterianos, el material necesita ser
liberado posteriormente de sustancias quimicas o de pirégenos y probado para su uso
con seguridad;

- Contaminacion con virus de tipo salvaje;

- Posible mutagénesis: consiste en un cambio definitivo en los acidos nucleicos de la
célula (ADN o ARN) y la capacidad de inducir modificaciones genéticas de las
estructuras del cromosoma con la toxicidad maligna, dentro de diferente enfermedades,
incluyendo los canceres.

-Las potenciales y grandes reacciones inmunogénicas inducidas no solo por la
introduccion de material diferente (vectores o genes, o la combinaciéon de genes de
virus en si) en el cuerpo, sino también por la produccion interna de una proteina que a
veces difiere ligeramente de la fisiolégicamente enddgena.

- El riesgo de tener los tejidos no diana activados por esta terapia transgénica;

- Una disregulacién o una activacion de un oncogén secundaria a una falta de control
de la zona donde se inserta el transgén.

- La modulacion de la expresion génica tras la introduccion en el cuerpo del paciente:
en esta situacion, la cantidad y la calidad de la sustancia producida genéticamente son
una cuestion, asi como la duracién de los efectos autonomos.

- El riesgo de una produccion excesiva o deficiente.

- Los riesgos ambientales vinculados con la eliminacion del fluido corporal que
contenga virus modificados genéticamente o de sus subproductos;

- La posible integracion de material genético en las células germinales, con la
transmision genética de los rasgos imprevisibles a las siguientes generaciones.



Los genes y fenotipos de resistencia de fuerza muscular

La fosforilacion aerdbica u oxidativa es el principal sistema de energia en eventos
deportivos o ejercicios

que duran mas de 1 min. El sistema de suministro de oxigeno en el musculo activo
puede estar limitado por la capacidad del metabolismo de los musculos esqueléticos lo
cual se relaciona con la densidad capilar, el contenido mitocondrial y el tipo y
proporcién de fibras de contraccidon lenta (ST) y contraccidén rapida (FT). Este es un
problema que limita el rendimiento del deportista. Por lo tanto, se puede concluir que
cualquier gen que pueda mejorar la capacidad del sistema de transporte de oxigeno
(por ejemplo, el gen de la EPO), la densidad capilar (por ejemplo, VEGF), el contenido
mitocondrial (por ejemplo, PPAR 6) y las fibras de contraccién lenta (por ejemplo:
ACTN2) pueden tener potencialidad para el dopaje en los atletas de resistencia.
Algunos genes comunes que pueden utilizarse para mejorar la capacidad de
resistencia incluyen eritropoyetina (EPO), los factores inducibles por hipoxia (HIF) ,
proteina de wunién Actinin 2 (ACTN2), factores angiogénicos (VEGF, FGF,
Angiopoietins, TGF-B, PDGF-BB), receptores delta (PPAR &) activados por el
proliferador de peroxisoma, endorfinas, encefalinas, hormona de crecimiento (GH) /
factor de crecimiento 1 similar a la insulina (IGF-1) . En otros resultados atléticos, la
fuerza, velocidad, potencia y capacidad anaerdbica son los principales factores que
indican el rendimiento del atleta élite. Estos factores se relacionan con algunos genes
que se expresan mas en los atletas con la practica de ejercicio que en cualquier otra
persona. Varios genes importantes relacionados con el rendimiento de fuerza como son
los factores de crecimiento-1 y 2 similar a la insulina (IGF-1y 2), la miostatina, hormona
de crecimiento (GH), la proteina de union a Actinin 3 ( ACTN3 ), la enzima convertidora
de angiotensina | (ECA).

5. La ingenieria genética y la terapia de la eritropoyetina (EPO)

La EPO y sus diferentes formulaciones quimicas o compuestos similares (agentes
estimulantes de la eritropoyesis) son, por mucho, las moléculas mas estudiadas. La
EPO fue una revolucion en la farmacologia y la medicina clinica, y ha proporcionado a
ambos pacientes y médicos una alternativa segura a la transfusion de sangre en
pacientes con cancer o insuficiencia renal con estado anémico severo.

La historia documentada de Eero Mantyranta, un finlandés esquiador de fondo,
ganador de dos medallas de oro (15 y 30 km) en los Juegos Olimpicos de 1964 en
Innsbruck, posibilité a los cientificos descubrir a una persona afectada fisicamente por
una mutacién en su genoma [42]. Una variacién en el cromosoma 19p 1.3, conectada
con los receptores de EPO, condujo a un déficit en el control de retroalimentacion sobre
la masa roja y permitié una produccion de células sanguineas y hemoglobina superior a
los niveles normales, lo que permiti6 un incremento en el aporte de oxigeno a los
musculos del cuerpo.

Investigaciones llevadas a cabo desde la década de 1990 identificaron una mutacién
especifica familiar, la eritrocitosis autosomica dominante, que se encuentra en todos los
miembros de una familia en particular o grupo étnico local. Este consistio en un
aumento de la sensibilidad de los receptores de la EPO, con valores mas elevados de
eritrocitos (policitemia o eritrocitosis) [43-46].



Se descubrié que una mutacién en el gen de Janus quinasa 2, es capaz de producir
algunos trastornos mieloproliferativos y, en particular, eritrocitosis [47].

Tan pronto como rHUEPO se hubo de introducir en el mercado para curar pacientes
con anemia grave, se convirti6 desgraciadamente, para algunos atletas sin escrupulos
en la forma mas facil de mejorar sus rendimientos a la resistencia y para maximizar el
consumo de oxigeno de manera ilegal. Este efecto ergogénico esta mediado por un
nivel de hemoglobina mayor y probablemente también por aumento de la angiogénesis
[8, 48].

La capacidad de los laboratorios antidoping de hoy para identificar diferentes formas de
agentes estimulantes de la eritropoyesis producidos in vitro [EPO, darbepoetina,
nuevas proteinas estimulandores de la eritropoyesis, Dynepo, Activador Continuo del
activador del receptor de la eritropoyetina, peginesatide, etc.] [49-53] esta limitada por
la vida biolégica media de estas diferentes sustancias [54]. A pesar de las ventanas
algo limitada de deteccidon en la sangre y la orina de estas sustancias, las técnicas
actuales utilizadas por los laboratorios muestran buena efectividad para la disuasion
del manejo del dopaje sanguineo en el deporte [55, 56].

La opcion de la introduccion de genes en situ capaces de inducir de manera persistente
la produccion de EPO 'in vivo' se ha estudiado desde finales de 1990. Esto se logré a
través de inyecciones intramusculares en animales (ratones y monos) del gen de la
EPO codificado en adenovirus o encapsulado en plasmidos o liposomas. Como
consecuencia directa, se observo un aumento del hematocrito de 49 a 81 % en ratones,
lo cual fue persistente hasta 1 afio, y de 40 a 70% en monos, persistente hasta 3
meses. Mayores aumentos de hemoglobina y larga persistencia incluso fueron
reportados por otros autores utilizando un AAV de genes [57, 58].

Estos aumentos exagerados en el hematocrito demuestran la sobreexpresién del
transgén. Este sigue siendo el reto mas dificil para los cientificos debido a la
incapacidad de controlar el proceso de sintesis de proteinas, lo cual finalmente resulta
en la sobreproduccion de hemoglobina (policitemia o eritrocitosis). Algunos estudios
experimentales en animales, utilizando un cddigo genético encapsulado en mioblastos
(células embrionaria precursoras), hacen posible la sintesis de EPO en la cantidad
demandada, controlado por la ingesta de doxiciclina/tetraciclina o pequefias moléculas
similares promotoras, que funcionan como temporizador de encendido y apagado de la
sefal [59, 60 ].

Nuevos avances también se han basado en el conocimiento de factores inducibles por
hipoxia (HIF). Estos factores fisiologicos de transcripcion (o factores de secuencia
especifica de union al ADN) son producidos por células de un individuo, en particular
en el rindn y el corazon. HIFs se producen en mayores concentraciones en el caso de
condiciones de hipoxia, y son capaces de facilitar la transcripcion de genes, para
aumentar las enzimas glicolitica y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y
para inducir la superproduccion secundaria de EPO por las células peritubulares. Por
ejemplo, bajo una condicion médica llamada Policitemia Chuvashia congénita se asocia
con reduccion de la degradacion de HIF. Esto conduce a una sobreexpresion de los
genes relacionados con la EPO [45, 46]. La industria farmacéutica ha investigado
algunas moléculas pequefias (FibroGen FG-2216 y FG-4592) que estabilizan al HIF a
través de la inhibicion de HIF prolil-hidroxilasa (HIF-PH).

Consecuentemente, la inhibicion de HIF-PH es capaz de incrementar los niveles de
HIF, independientes de los niveles tisulares de oxigeno, con una mayor expresion de



genes de respuesta a HIF, EPO y/o VEGF. Cuando se administran Inhibidores de HIF-
PH sintéticos (FibroGen FG-2216), por via oral a pacientes con enfermedades renales
en etapa terminal, se observa un aumento significativo de los niveles de EPO [61]. Aun
esta siendo investigado si los posibles beneficios de la administracion oral de estos
moduladores de la expresion genética, son contrarrestados por el riesgo de neogénesis
vascular oncogénica [62, 63].

En ratones se observo un mejor control de la expresidén génica con el uso del elemento
de respuesta a la hipoxia de Oxford Biomedica Repoxygen que es un gen vector EPO
especial por el cual la secrecion de EPO, a diferencia del gen transportador del
citomegalovirus-incontrolado, se activa solo en presencia de condiciones anémicas o
hipoxicas, y se detiene cuando se alcanza el nivel fisiolégico de curacion [64, 65]. El
Repoxygen puede haber sido el primer producto que se asocia con el dopaje genético y
es un medicamento de terapia génica que se ha desarrollado recientemente y en
respuesta a la baja concentracién de oxigeno, tiene un efecto sobre la liberacion de
eritropoyetina (EPO) en ratones. Este medicamento se utiliza por via intramuscular en
respuesta a la hipoxia e induce la sintesis de EPO transgénica. Los atletas
especialmente de resistencia podrian utilizar Repoxygen como un medio de aumentar
el numero de sus células rojas de la sangre. Debido a sus supuestas propiedades,
actualmente pudiera ser imposible de detectar su presencia. La AMA en la Lista de
Prohibiciones del 2006, prohibi6 el Repoxygen tanto dentro como fuera de
competencias.

Como medio de aumentar el numero de células rojas de la sangre, y debido a sus
propiedades autorregulantes y su dificil deteccién, un exentrenador aleman intentd
utilizar Repoxygen con el propdésito de incrementar el rendimiento de sus atletas. De
acuerdo a los conocimientos actuales el desarrollo de esta terapia génica ha sido
abandonada.

En ocasiones se han observado efectos adversos, lo cual puede ser explica faciimente
por los mecanismos de accion del gen de la EPO. En primer lugar, el gen vector
complejo podria ser inmunogénico por si mismo, o por la estructura viral o las posibles
impurezas contenidas en la compleja combinacién. En segundo lugar, cuando el
material genético es introducido en el organismo, existe un riesgo de propagacion de
DNA a todo el organismo. Algunos tejidos principalmente tejidos no dianas (por
ejemplo, células musculares), entonces podrian comenzar a sintetizar EPO, resultando
finalmente en la produccion de una proteina que es ligeramente diferente a la EPO
fisioldgicamente normal. De hecho, el tipo de tejido que incorpora el ADN EPO y luego
produce la hormona podria imponer su propia firma quimica (por modificaciones post-
traduccionales alteradas) en una molécula de EPO que podrian diferenciarse
ligeramente de la forma fisiolégica normal. Esta molécula, mas o menos
"bioequivalente", podria ser reconocida como anormal, incrementando la posibilidad de
una respuesta inmune [66]. Por ejemplo, la anemia autoinmune se observo en macacos
tratados con la administracién de genes de EPO [67, 68].

Estas pequefias diferencias estructurales obtenidas por ingenieria genética de las
moléculas de EPO son esenciales para la lucha contra el dopaje sanguineo. La
deteccion de abuso de EPO por andlisis de muestras de orina en los atletas esta
mejorando continuamente, utilizando principalmente focalizacién isoeléctrica junto con
técnicas de immunoblotting [49].



Por ejemplo, las isoforma de EPO sintetizadas por las células musculares, en lugar de
fibroblastos peritubulares renales, son detectables en el suero de macacos por
isoelectroenfoque, mostrando diferentes patrones en los mismos animales antes y
después de la transferencia genética por AAV inyectado en el musculo esquelético [69].
Desde hace algunos afios, un nuevo enfoque antidoping ha sido utilizado para luchar
contra el dopaje. Se llama el Pasaporte Biologico del Atleta y se basa en un analisis
longitudinal de algunos parametros biolégicos seleccionados obtenidos de manera
repetitiva en muestras de sangre u orina del atleta [70]. El proposito de esta
herramienta es monitorear las fluctuaciones individuales de algunos parametros
seleccionados relacionados con el dopaje sanguineo (concentracion de hemoglobina y
el recuento de reticulocitos), los cuales estdan normalmente sujetos a variaciones
limitadas [71]. Posteriormente se aplica un modelo de algoritmico matematico para
detectar variaciones muy improbables que podrian reflejar bien una condicion
patoldgica (que debera ser probada por el atleta) o una estrategia de dopaje sanguineo
[72,73]. Esta herramienta indirecta es independiente de la estrategia de dopaje
sanguineo utilizada por los atletas que hacen trampa (agentes estimulantes de la
eritropoyesis o EPO exdégena administracion o transfusion de sangre o la manipulacion
genética EPO) [74, 75]. Aunque en realidad actualmente s6lo se implementa el médulo
hematoldgica por algunos organismos rectores del deporte, se estan estudiando otros
modulos como el modulo endocrino (somatotropicas, gonadal, y el eje corticotrépico) y
el médulo esteroidal en muestras de orina.

6. La modulacién de la actividad genética y el Metabolismo

Un enfoque interesante y sorprendente a la posible modulacion genética provino de la
observacion de que el receptor activador del proliferador de peroxisoma por el gamma-
co- activador-1 alfa (PGC-1a), un co-activador de la transcripcion, aumenté durante el
ejercicio, y era capaz de estimular la biogénesis mitocondrial e inducir un metabolismo
mas oxidativo y menos glicolitico durante el entrenamiento de resistencia en las fibras
de contraccion lenta [76, 77].

Por otra parte, se encontré que los ratones tratados con resveratrol (un compuesto
natural polifendlico con propiedades antioxidante que se encuentran en la piel de las
uva) elevd su tiempo de funcionamiento y el consumo de oxigeno por la induccion de
proteina quinasa activada por AMP, la fosforilacidon oxidativa mitocondrial y Ila
biogénesis mediada por el aumento de la actividad de PGC -12 [78]. Esto también tuvo
un efecto protector contra la obesidad, enfermedades relacionadas con la edad y
resistencia a la insulina [79,80]. Adicionalmente, se informd que ratones transgénicos
con la expresion genética de una forma activada de PPARd mostraron una mayor
proporcion de fibras tipo 1, con mayor capacidad oxidativa y aumento de la capacidad
de resistencia [81]. Practicamente, es razonable asumir que la actividad de PPARa,
PPARd, PGC-1a y PGC-1b podrian influir en la expresion del ARN mensajero (ARNm)
en las fibras del musculo esquelético [82].

También se ha demostrado que algunas moléculas pequenas (tales como GW1516)
fueron capaces de activar directamente la via del PPARd [81]. Otras, sin embargo,
como AICAR, después de la conversion en nucleétidos, imitan los efectos de AMP, y la
activacion de AMPK en el nucleo. Esta via ejercicio-similar promueve la activacion de
esta manera la expresion de genes oxidativos de 'regulacion' de PGC-1a y PPARd ,



con un incremento secundario del metabolismo muscular. Como consecuencia, estas
moléculas parecen mostrar un mayor efecto fisioldogico en animales entrenados, sin
excluir un efecto autbnomo en animales sedentarios. En particular, la administracion
GW1516, aunque que no funciona en ratones sedentario, fue capaz de incrementar
hasta el 100% de la capacidad de resistencia de los ratones individuales cuando se
combino con el ejercicio.

Por el contrario, 4 semanas de tratamiento AICAR solo, incluso en ratones sedentarios,
fue capaz de mejorar la resistencia durante las carreras en un 44 % [83]. Los
experimentos con animales demostraron que estas moléculas podrian potenciar los
efectos fisioldgicos del ejercicio, en particular, aumentar el metabolismo de las grasas
[84, 85]. Podian también aumentar algunas expresiones genéticos celulares y por lo
tanto la masa mitocondrial, asi como la angiogénesis conduciendo a la mejoria de la
capacidad de resistencia en el ejercicio de [86].

Desde un punto de vista tedrico, los atletas de resistencia podrian beneficiarse en
términos de rendimiento de la utilizacion de estas sustancias, actuando como "pildoras
del ejercicio, por una respuesta metabdlica amplificada, en particular sobre la oxidacion
de los acidos grasos [87]. Sin embargo, los posibles efectos ergogénicos en humanos,
si existen, es probable que sean irrelevantes desde dicha estrategia de dopaje y se
necesitarian grandes cantidades de estas costosas moléculas con el objetivo de
obtener cualquier efecto en el cuerpo humano. Ademas, no esta claro si la
administracion de AICAR produciria alguna activacion metabdlica adicional en los
tejidos musculares de los atletas entrenados donde AMPK ya estaria activada en un
alto nivel [88].

7. Moduladores de la enzima conversora de la angiotensina

Los estudios genéticos demostraron, hace muchos afios, una correlacién estadistica
entre la capacidad de resistencia en los seres humanos y el polimorfismo del cédigo
genético de ACE [89]. Por lo tanto, una reduccion de la actividad ACE esta vinculada a
un maximo consumo de oxigeno mas elevado, un aumento de la capacidad de ejercicio
y una mayor respuesta al entrenamiento. Una actividad de la ECA reducida es
responsable de una menor conversibn de angiotensina | a la angiotensina |l
vasoconstrictora y de mayores niveles de bradiquinina (vasodilatador). Se llevaron a
cabo numerosos estudios, con diferentes grupos étnicos, con la insercion/delecion del
polimorfismo ACE , de forma abreviada 'en/del'o'1/D".

La posible prevalencia de un "alelo ACE-in' correlacionado con la capacidad de
resistencia se evaludé en las poblaciones indigenas andina que vive en las latitudes
elevadas, asi como en Kenia, Australia y en los atletas europeos, y no mostraron
resultados inequivocos. Del mismo modo, el "alelo CEA-del’, aparentemente esta
relacionado con el rendimiento de velocidad/potencia y se ha estudiado en los grupos
de rusos, britanicos y de Jamaicanos, y se realizaron con varias correlaciones [90]. Muy
Recientemente, un estudio retrospectivo humano mostré que el alelo ACE-I modula la
respuesta muscular a los entrenamientos de resistencia en ciclistas [91]. Los
portadores del alelo ACE-I, en comparacion con los no portadores (es decir, los
genotipos ACE-DD), muestran una mayor densidad de volumen de mitocondrias
subsarcolemales y de los lipidos intracelulares. Estos ajustes en las mejorias se



correspondieron con el alelo ACE | dependiente de la regulacion superior de los
transcriptos musculares asociado con el metabolismo de la glucosa y de los lipidos.
Aunque aun no esta totalmente comprobado cientificamente en una poblacién joven
normal y sana, la inhibicion farmacolégica de la ACE puede mejorar la duracion del
ejercicio. El recientemente descubrimiento de la capacidad del bloqueador del receptor
de angiotensina Il telmisartan para inducir cambios bioquimicos y metabdlicos (por
ejemplo biogénesis mitocondrial y cambios en los tipos de fibras musculares
esqueléticas), similar al AICAR, esta en correspondencia con los hallazgos anteriores
[92].

8. hormona de crecimiento, factor de crecimiento -1 similar a la insulina
y miostatina

Los efectos anabdlicos de la GH en las proteinas y masa musculares, conjuntamente
con los aumentos en el metabolismo de los carbohidratos y los acidos grasos, son bien
conocidos por los atletas inescrupulosos que utilizan su forma recombinante humana.
Por otra parte, IGF-1, una proteina producida principalmente en el higado, estimulado
por GH y un mediador principal de su accién, pero que actualmente también es
producida mediante tecnologia recombinante como la forma sintética humana de IGF-
1, y es una sustancia dopante. Se conoce que es capaz de evitar la pérdida de la masa
muscular relacionada con la edad y promover, en los seres humanos sanos, la
hipertrofia muscular y el crecimiento somatico, y ambos se producen por el aumento de
la sintesis de proteinas y la diferenciacion de las células satélite [93]. El IGF-1
(producido en el propio musculo) también es capaz de promover, después de las
lesiones normales de estrés, la reparacién del musculo y la hipertrofia relativa a través
de la proliferacidon de las células satélite por division, fusion con las fibras musculares y
un aumento en las miofibrillas y nucleos [94].

Lee et al. [95] observaron un aumento en la masa muscular (31,8 %) y en la fuerza
(28,3 %) después de la administracion del gen viral de IGF-1 (AAV inyectado en la pata
posterior) en ratones entrenados durante 8 semanas por el aumento de cargas
sucesivas. Este aumento fue mayor con la asociacion del gen de IGF-1 vy
entrenamiento de fuerza - resistencia mixta que con el ejercicio solo o el IGF-1 solo. La
pérdida de masa muscular durante el periodo de desentrenamiento fue
significativamente menor en las ratas tratadas con el gen de IGF-1, en comparacion
con los animales no tratados [95]. El uso médico de la IGF-1 seria proteger contra
sarcopenia relacionada con la edad vy, por otra parte, para ayudar a la recuperaciéon de
las lesiones musculares locales (en presencia de un numero adecuado de células
satélites en el musculo) [94, 96]. Esto podria convertirse en un método incorrecto para
aumentar la masa muscular del cuerpo, sobre todo cuando se asocia con los ejercicios
de entrenamiento de fuerza.

La miostatina es otra importante proteina sintetizada en el musculo esquelético, y su
expresion génica ha sido ampliamente estudiada porque actua como un regulador de la
masa muscular [97].

Esta es capaz de controlar y disminuir el anabolismo muscular, por inhibicion de la
activacion de células satélite, hiperplasia de la fibra muscular o hipertrofia con un
mecanismo de retroalimentacion [98, 99].



La supresion o la mutacion de los genes 2Myostatin en animales causa hiperplasia e
hipertrofia muscular con una mayor masa en el ganado belga Blue y Piemontese (20-
30%) y en ratones (200-300 %). De hecho, en las razas de ganado, la herencia de la
forma truncada e ineficaz de la miostatina permite el crecimiento del musculo sin
control, y los animales tienen una apariencia magra esculpida, debido a la interferencia
contemporanea con la deposicion de grasa [100, 101]. Los ratones en los que el gen de
la miostatina se ha inactivado muestran una marcada hipertrofia muscular [102].
También se informo6 de este fendbmeno con una forma dominante negativa del receptor
de miostatina ActRIIB o con la inhibicion de los receptores de miostatina por folistatina
o por propéptido de miostatina (una version mutante que carece de la porcion de
sefalizacion de la molécula de miostatina) [103, 104].

Se he informado la existencia una variacion frecuente de la secuencia del gen de la
miostatina [105] asi como la existencia del polimorfismo de la miostatina y la folistatina
[106]. Estas variaciones tienden a ser responsable de los fenotipos musculares
encontrados en los seres humanos. Aunque nunca se ha confirmado oficialmente, se
sospecha que un famoso campeodn de fisicoculturismo, asi como un campedn europeo
de levantamiento de pesas Europeo presentan una mutacion genética del tipo descrito.
Hace algunos afios, se observd un tipo particular de hipertrofia muscular, desde su
nacimiento, en un nifio con mutaciones en ambas copias del gen de la miostatina con
una deficiencia tipica de miostatina, mientras que la madre, una ex atleta profesional,
tuvo una falta de soélo una copia del gen (no se estudidé ningun otro miembro de la
familia). El nifio cuando tenia 4,5 afios de edad, era capaz de mantener 3 kg de peso
con ambos brazos extendidos [107].

A raiz de estos informes clinicos y biolégicos, se han realizado extensas
investigaciones médicas con el objetivo de producir pequefos propéptidos, o folistatina
0 una version mutante de la miostatina (ambas genéticamente inducidas), los cuales
serian capaces de bloquear el receptor de union a la miostatina normal en pacientes
distroficos musculares [108]. Recientemente se han publicado resultados prometedores
de un estudio que se propone para tratar los trastornos de desgaste muscular como la
distrofia muscular de Duchenne en un modelo murino [109]. Estos autores reportaron
un procedimiento para el bloqueo efectivo de la miostatina obtenidas con pequefios
ARN de interferencia y genes silenciadores transcripcionales.

También se estudiaron los anticuerpos monoclonales humanizados para la miostatina
en pacientes distroficos y/o en pacientes ancianos con sarcopenia [110] .
Desafortunadamente, el bloqueo de la miostatina podria potencialmente permitir a los
atletas inescrupulosos aumentar su masa muscular rapidamente.

Estos anticuerpos, aunque estan prohibidos por las reglas antidopaje, pronto podrian
convertirse en una manera tentadora para los deportistas deshonestos para mejorar
sus desempefio de fuerza y potencia [111].

9. Factor de crecimiento endotelial vascular

Actualmente los VEGF se estudian para el tratamiento genético en algunos trastornos
cardiovasculares (infarto de miocardio, enfermedad arterial periférica). Su efecto
positivo sobre la angiogénesis es realmente prometedor para la recuperacion parcial
del dafio isquémico [112]. La transferencia de genes de VEGF con el virus del resfriado
comun en los seres humanos podria inducir la producciédn de nuevos vasos,



probablemente utiles para los pacientes con angina de pecho u otras enfermedades
cardiacas o vasculares que requieren un mayor transporte de oxigeno a los tejidos
periféricos isquémicos [113 , 114].

En el futuro, el aumento de la génesis capilar dentro de los musculos y otros sistemas
corporales (cardiaco, pulmonar, endocrina, etc.) podria, por desgracia, convertirse en
una forma alternativa de dopaje sanguineo, debido al mejor suministro de oxigeno a los
tejidos periféricos.

10. Los riesgos del dopaje genético para la salud

Aunque tedricamente resultan utiles y relevantes en algunas enfermedades humanas
graves raras, los tratamientos basados en genes no estan libres de efectos secundarios
a veces inesperados y graves.

La transferencia a los humanos de los experimentos con animales no es nunca facil,
tanto a causa de diferentes tamafos de los cuerpos como por las reacciones especies
especificas [115]. Una publicacién francesa en 2008 informé que nueve de cada diez
nifios con inmunodeficiencia severa combinada asociada a los cromosomas X fueron
tratados con éxito con terapia génica in vivo utilizando vectores retrovirales gamma.

Sus funciones inmunologicas mejoraron significativamente, y estos pacientes jovenes
no desarrollaron de nuevo las infecciones habituales y, a menudo letales [116, 117]. Sin
embargo, probablemente debido a la insercién de un gen vector retroviral en las células
del cuerpo, cuatro de nueve nifos tratados con éxito desarrollaron secundariamente
leucemia de células T severa dentro de 31-68 meses, y uno fallecio [118] .

Se observé una reaccién incontrolable del vector en otro tratamiento basado en genes
donde la muerte se debiod a la coagulacion intravascular y fallo multiorganico [119].
Como se mencion6 anteriormente, el principal riesgo con la terapia génica surge de la
actividad incontrolada de genes después de su introduccion en el cuerpo. Esto difiere
sustancialmente de la administracion directa de la sustancia, donde los efectos se
limitan al periodo de administracion (por ejemplo, con EPO, GH y IGF-1) y disminuyen
rapidamente después de la cesacion del tratamiento. Otros riesgos con la terapia
génica estan representados por un transgén que se inserta en una ubicacion incorrecta
en el ADN, o una modificacion del gen en una linea de células no blanco, incluyendo
las células reproductoras, con una posible transmision de este transgén a la
descendencia.

La posibilidad de la produccion no controlada de glébulos rojos, con ninguna posibilidad
de detener el mecanismo, es el principal problema del dopaje genético para la EPO.
Existe la posibilidad de un mayor riesgo de hipertension, problemas cardiacos,
vasculares y cerebrales causados por la alta densidad arterial. Por ejemplo, en una
manera similar en poblaciones jovenes con policitemia familiar y congénita, [45] y se ha
encontrado una alta incidencia de muerte cardiovascular precoz (cerebral trombosis
venosa o hemorragia, trombosis periférica, insuficiencia cardiaca congestiva, etc.)
[46,47].

Una sobreexpresion del gen de IGF-1 podria aumentar la masa muscular mas alla de
las expectativas de los atletas fraudulentos. Por otra parte una posible consecuencia de
la sobreexpresion del gen IGF-1, como se observa en pacientes con acromegalia
donde las concentraciones circulantes GH y IGF-1 son muy elevadas, es el desarrollo
incontrolado del tejido conectivo en algunos 6rganos (corazon, higado, pulmones, etc.).



Esto podria suceder, al menos tedricamente, por ejemplo, sobre las valvulopatias
cardiacas, fallos cardiacos, la apnea del suefio (engrosamiento de los tejidos blandos),
engrosamiento de la piel y la enfermedad de Raynaud. Por ultimo, el potente efecto
mitogeénico y los efectos anti-apoptéticos de GH e IGF-1 son bien conocidos, y el efecto
oncogénico estimulado genéticamente es mas que una hipdtesis provocado por la
sobreproduccion indeterminada de estas sustancias anabolizantes [120]. Del mismo
modo, la sobreexpresion estimulada genéticamente de factores angiogénicos podria
aumentar potencialmente la vascularizacion de tumores no detectados y contribuir a su
crecimiento, como se sospecha con la EPO y con los miméticos de la EPO [62, 63]. Los
atletas violadores de las reglas antidopaje y dispuesto a manipular sus genes con el fin
de inhibir la miostatina pudieran enfrentarse a un problema de falta de control sobre
una hipertrofia exagerada del musculo esquelético. Como se informd anteriormente con
el abuso de los esteroides anabdlicos [121], pudieran ocurrir sobrecargas secundarias
de los tejidos conectivos y esqueléticos y podrian aumentar el riesgo de ocurrencia de
lesiones osteoarticulares.

Tampoco se puede descartar el riesgo inmunogénico. Es particularmente frecuente
cuando se utiliza el adenovirus como una vector, pero también es frecuentemente
causado por las impurezas persistentes después de la preparacion y produccion de
vectores [66].

Ademas, una diferencia estructural sutil de una proteina producida genéticamente por
los tejidos que no son diana podria desencadenar reacciones patoldgicas tales como
las observados en la anemia autoinmune de macacos tratados con terapia génica de
EPO [67, 68].

Aunque es poco probable, no se puede excluir las posibilidades de que los vectores
virales puedan repentinamente adquirir una alta virulencia o producir un nuevo virus
mutante [122].

Es cierto que solo las mutaciones de las células germinales (y no los cambios en las
células somatica) pueden ser transmitidos a las generaciones siguientes. En el caso de
que ocurra este fendmeno tedricamente poco probable, aparecerian algunas
preocupaciones éticas y legales graves [123].

11. Estrategias para la deteccion del dopaje genético

Aunque las sustancias o métodos de dopaje prohibidos son detectados por métodos
directos e indirectos, los mismos enfoques no son tan facilmente aplicables en el caso
del dopaje genético. Esto es debido a la conformidad particular del material genético
con el ADN fisiolégico, lo que hace dificil la aplicacion de los métodos de detecciéon no
invasivos [124]. El intento de utilizar un método de deteccion de vectores, incluso
cuando indirectamente se basen en la respuesta inmune del organismo (por ejemplo, a
los vectores virales tales como adenovirus u otros), son a menudo incapaces de
discriminar entre la infeccion natural y la introduccién artificial del virus. Sin embargo,
se han probado con éxito algunos métodos recientes de deteccidén en globulos blancos
de macacos. De hecho, los autores fueron capaces de detectar AAV recombinante
(rAAV) mediante reaccion de polimerasa en cadena en tiempo real (PCR) en ADN
gendmico de glébulos blancos de macaco de hasta 57 semanas después de la
inyeccion intramuscular, con un riesgo muy bajo de falsos positivos o falsos negativos
[125, 126] .



La identificacion en los fluidos corporales de las pequenas moléculas (antibiéticos como
la rapamicina, la doxiciclina y la tetraciclina u otras sustancias tales como
antiprogestinas ) utilizados como promotores de conexion o desconexion de la actividad
inducida por del gen, proporciona pruebas indirectas de la manipulacion genética
cuando no estén justificadas o autorizadas para recibir tratamiento médico.

Sin embargo, sigue siendo problematico, ya que algunos de estos farmacos se utilizan
comunmente en la practica médica y no se han incluido en la lista de sustancias y
métodos prohibidos.

La improbable deteccion "directa" de vectores o genes inyectados localmente podria
ser posible solo si:

- El analisis se lleva a cabo lo suficientemente temprano después de la administracion;

- En el caso de la inyeccidn, el sitio de tratamiento local es conocido;

- El atleta acepta procedimientos invasivos (tales como biopsia), que es poco probable.
Es una opcion tedrica la identificacion del gen o vectores con marcadores especificos
agregado por los fabricantes, como se propone para la produccion transgénica en la
agricultura. Sin embargo, este etiquetado no esta libre de riesgo y podrian aumentar
los riesgos inmunogénicos y técnicos con la introduccién de un componente adicional.
Se podria poner en peligro la eficacia del tratamiento, y no se conoce que las empresas
farmacéuticas acepten este procedimiento y puedan financiar su costo adicional. En
ultimo lugar, pero no menos importante, cualquier produccion ilegal del transgén por un
laboratorio no oficial puede hacer que esta estrategia de deteccion resulte
completamente ineficaz. Por todas estas razones, la opcion del método de deteccion
del «etiquetado» ha sido abandonada.

Por otro lado, el mencionado estudio de Lasne et al. [69] fue capaz de identificar, en
muestras de suero de macacos, Isoformas de EPO producidas por la inyeccion del Gen
de codificacion de AAV de la EPO y controlada por doxiciclina como un promotor. Fue
posible diferenciar caracteristicas post-translacionales (observadas por doble Blot
seguido por isoelectroenfoque en suero) de la proteina producida por el musculo
esquelético en comparacion con el obtenido a partir de fibroblastos de tejido peritubular
del rifion.

El mal uso del gen IGF-1 u otros genes de factores crecimiento mecanico, mientras que
se inyectan localmente en el lugar habitual fisiolégico para la produccion de las formas
endogenas, producira isoformas similares solo a nivel local. En consecuencia,
cualquier deteccion potencial podria ser a través del analisis de una muestra recogida a
través de la biopsia local, mas que por el método mas facil y habitual de coleccion de
fluidos corporales.

Sin embargo, ha sido descrito un método prometedor para la deteccion directa de la
EPO transgénica (ADN complementario utilizado como gen de transferencia, con una
ligera diferencia del ADN gendmico enddgeno). En el mismo se utilizan especialmente
ensayos de PCR con el fin de amplificar selectivamente en la sangre las cantidades
minimas de ADN del posible transgén [127, 128].

Del mismo modo, Ni et al. [125] recientemente demostraron que la inyeccion
intramuscular de un plasmido convencional o vectores de rAAV dan como resultado la
presencia de ADN que puede ser detectado en altos niveles en la sangre antes de su
rapida eliminacion, y que los genomas rAAV pueden persistir durante varios meses en
las células blancas de la sangre. Estos globulos blancos colateralmente transfectados
podrian por lo tanto ser utilizados como marcadores sustitutos para el dopaje genético.



Algunos de los nuevos métodos alternativos estan siendo actualmente evaluados [39];
genéricamente llamados " perfil transcripcional, " su objetivo es detectar cambios en los
niveles de proteina en comparacién con niveles basales fisioldgicamente medidos.
Esto, por supuesto, requiere de la medicidon simultanea y repetida de miles de proteinas
a partir de la expresion génica (transcriptomica) del perfil proteico (protedmica) y sus
resultados bioquimicos (metabolémica) [124].

La transcriptdmica, mediante la tecnologia de microarrays, parece ser capaz de
identificar pequenos cambios en miles de genes. Sin embargo, no es seguro que una
sola modificacion genética pueda dar lugar a diferencias detectables y discriminar entre
una condicion fisioldgica y otra artificial (dopaje genético). La Protedmica se basa en el
analisis por electroforesis en gel bidimensional, electroforesis capilar y cromatografia
liquida bidimensional de alta resolucion, después de la separacion, para identificar y
cuantificar un numero enorme de proteinas mediante espectrometria de masas.
Algunos grupos especificos de biomarcadores probablemente podrian ser dirigidos y
utilizados para propositos antidoping. Metaboldmica, el analisis de los metabolitos de
bajo peso molecular podria proporcionar evidencia para sospechar una respuesta
metabdlica a los estimulos artificiales. Mediante la determinacion especifica del impacto
de una sustancia dopante o método, este interesante enfoque antidoping podria
superar algunos de las limitaciones encontradas con agentes dopantes con vidas
medias corta.

Las limitaciones practicas a estos métodos incluyen la necesidad de perfiles frecuentes
y regulares de un solo atleta, con las consiguientes limitaciones practicas y de
laboratorio.

De hecho, la principal dificultad de los métodos " dmicas " indirectos se basan en los
cambios de expresion génica en las células de la sangre (transcriptomica) y de sangre
u orina (protedmica y metabolomica) seria la determinacion de qué niveles deben
considerarse normales y que cambios podrian dar evidencia inequivoca de dopaje. De
hecho, los perfiles genéticos individuales, el ejercicio, la dieta, la etnia o el medio
ambiente son factores que podrian conducir a cambios fisiologicos en los niveles de los
productos génicos especificos. Estos diversos factores de confusion y sus efectos
deben ser resueltos por el estudio de poblaciones suficientemente grandes vy
heterogéneas de atletas y sedentarios durante la fase de desarrollo del método
antidoping. Los cambios longitudinales anormales de ARNm, proteinas o metabolitos
podrian dar fe de la practica de un dopaje genético. Sin embargo, algunos atletas no
dopados también podrian presentar una caracteristica genética innata o mutacion
(patologia no diagnosticada), que también podria alterar su perfil individual.

La imagenologia por radiografia, tanto la tomografia por emisién de positrones como la
tomografia computerizada por emisién de fotones, se han utilizado en estudios clinicos
para analizar la transferencia de genes en los seres humanos, pero su uso en la
deteccion de la manipulacion en el deporte parecen ser irrelevante desde el punto de
vista practico [129,130] .

Hasta ahora, la situacién mas probable con respecto al dopaje moderno parece estar
ligada mas al dopaje asistido por la biotecnologia que al propio dopaje genético. Estos
escenarios estarian relacionados con el uso indebido de cualquiera de los moduladores
de genes tales como GW1516 o AICAR o moduladores de miostatina (Anticuerpos
antimiostatina). Estas moléculas, que parecen estar disponible ya en el mercado negro,
representan una amenaza grave y real para el juego limpio en el deporte [131].



El GW1516, un compuesto sintético, se puede detectar en plasma por precipitaciéon de
proteinas, centrifugacion y el analisis por espectrometria de masas y cromatografia
liquida del sobrenadante [132]. Los estudios sobre el metabolismo y eliminacién renal
estan mostrando el desarrollo de una prueba valida para su deteccién en la orina [133,
134]. El AICAR es, por otra lado, un intermediario natural de ruta biosintética de las
purinas. Por lo tanto, su presencia fisiologica en muestras de orina de los seres
humanos sanos es tan conocida como la variabilidad de su concentraciéon debido a
diversas condiciones fisiologicas o al estado nutricional. Tanto la produccidon endégena
como la ingesta exdgena se miden en la sangre o en la orina por cromatografia liquida
y espectrometria de masa. En consecuencia, se estan realizando estudios analiticos
para cuantificar la cantidad de su produccion fisioldgica y sus variables de confusion en
atletas (género, tipo de deporte, y diferentes periodos de entrenamiento) [135, 136].

Efectos fisiolégicos de los receptores delta (& ppar) activados por el proliferador
de peroxisoma

Uno de los nuevos grupos de genes que pueden utilizarse en protocolos de terapia
geénica son los receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR). Estos
receptores nucleares moduladores transforman la expresién de genes especificos. Hay
tres subtipos distintos de los PPAR, incluyendo PPAR alfa (a), delta (8) y gamma (y).
Cada subtipo se expresa en un tejido particular y genera heterodimeros con el receptor
retinoide X para afectar a la transcripcion de un gen especifico (138). El receptor delta
activado por el proliferador de genes (PPAR- delta) de peroxisomas puede ser utilizado
por los atletas de resistencia con el aumento de la biogénesis de las mitocondrias y
capacidad de fosforilacion oxidativa, y cambiando las fibras de FT a ST (139). Estos
resultados han sido confirmados por los informes de algunos investigadores sobre el
aumento de gen PPAR - delta en los atletas elite de resistencia (140,141).

Efectos fisioldgicos de las endorfinas, encefalinas

El dolor es una sefal de advertencia y no debe ser enmascarada. Por otra parte, el
rendimiento deportivo puede verse limitado por el dolor de las lesiones durante las
competencias. Los atletas que usan una gran cantidad de medicamentos anti-
inflamatorios y remedios para aliviar el dolor tratan de mantener ocultas numerosas
lesiones dolorosas para mejorar el rendimiento. Hoy en dia, los analgésicos se utilizan
como un over-the-counter de la mayoria de los atletas. Las endorfinas y encefalinas
son péptidos para aliviar el dolor que ayudan a las personas a trabajar por un periodo
mas largo sin dolor. Los genes que aumentan estos péptidos podrian utilizarse en el
alivio del dolor severo en enfermedades y lesiones de los atletas (142). Estos genes
también aumentan la capacidad de la tolerancia y el momento de la aparicién del dolor
en respuesta al aumento de los factores metabdlicos que producen dolor tales como el
acido lactico, y las lesiones crénicas y agudas en los atletas.

Las endorfinas y encefalinas mediante el bloqueo de los receptores del dolor aumentan
el umbral de dolor, sin embargo, estos receptores actian como un mecanismo de
defensa contra las lesiones. Al bloquear los receptores del dolor se incrementaran los
riesgos del uso excesivo de sistema musculoesquelético y del sistema cardiovascular y



también el estrés y la presidn sobre el corazén y las lesiones de estos sistemas y la
muerte subita

Efectos fisiolégicos de la hormona de crecimiento (GH) y del Factor de
Crecimiento Insulinico- 1 (IGF- 1)

La GH es una hormona anabdlica que aumenta el crecimiento de todos los tejidos
musculares especificamente esquelético inducido por el factor de crecimiento insulinico
(IGF-1). IGF-1 tiene efectos anabdlicos y se produce en el higado, asi como los
musculos y otros lugares como cerebro. Los genes de IGF-1 dan lugar a un aumento
en la masa muscular en ratones y regulan el crecimiento y la regeneracion del musculo
esquelético (143). La expresion exdégena de IGF-I en ratones produce el aumento el
tamafio y el numero de las fibras musculares sin ningun tipo de programa de ejercicio
(144). La combinacién de IGF- 1 con otros factores de crecimiento o con los programas
de entrenamiento de fuerza puede conducir a mayores respuestas en el crecimiento
muscular (144). Se combina con un cambio fenotipico en las fibras lentas y oxidativas
resistentes a la fatiga. Las personas con condiciones musculares degenerativas tales
como la distrofia muscular pueden beneficiarse de la terapia génica con hormonas
anabdlicas como el factor de crecimiento tipo 1 similar a la insulina o factor de
crecimiento 1 (IGF- 1).

Los efectos secundarios y los factores de riesgos relacionados con la salud.

Hay algunos efectos secundarios graves en los pacientes o atletas tratados con GH
como la hipertensién intracraneal, cambios en la vision, dolor de cabeza, nauseas,
vomitos, edema periférico, el sindrome del tunel carpiano, artralgia, mialgia,
caracteristicas acromegalia como la nariz y la ampliacion de la mandibula, la
hipertensién, cardiomegalia, aumento de artralgias de riesgo cardiovascular, resistencia
a la insulina y la diabetes (143). Ademas, los individuos tratados con IGF-I pueden ser
afectados por tumores, ya que algunos estudios informaron que el IGF-1 se expreso en
17 tumores diferentes (145-147). Por lo tanto, el uso de estos genes puede tener un
riesgo potencial de varios tumores y canceres.

Efectos fisiolégicos de los bloqueadores de la miostatina

La miostatina tiene un efecto negativo sobre el crecimiento del musculo esquelético y
es un miembro de la familia del factor 8 transformador del crecimiento (TGF) (148). Los
bloqueadores de miostatina son aquellos grupos de péptidos que bloquean la
miostatina y aumentan la masa muscular por la hipertrofia y la hiperplasia en ratones
nulos. Ejemplo de bloqueador de miostatina se puede ver en una cierta raza de ganado
a través de mutacién natural. El bloqueo de esta proteina reguladora negativa tiene
ventajas notables para los usuarios como son la hipertrofia muscular y menos grasa del
cuerpo.

Uno de los efectos secundarios en la terapia génica y del dopaje con bloqueadores de
miostatina es mayor expresion de estos genes y el aumento de los musculos sobre su
tamano natural, que como consecuencia aumenta la sobrecarga en los tendones y
huesos, o marcados dafios diferenciales sobre los mismos. El aumento de la masa



muscular en poco tiempo sin adaptacién cardiaca puede promover algunas condiciones
patoldgicas del corazon, como la miocardiopatia hipertdnica y el aumento de ataque al
corazon.

Efectos fisioldgicos de los factores inductores de hipoxia

Los Factores Inducibles de Hipoxia (HIF) aumentan la EPO y la capacidad para el
ransporte de oxigeno. Los Mecanismos de hipoxia se producen en los tejidos bajo
condiciones en las cuales aumentan las demandas de oxigeno, tales como el ejercicio.
En condicidon de hipoxia, la actividad de los genes es modulada por HIF (149, 150).
Otros  efectos de HIFs estan relacionados con la alteracion del metabolismo del
oxigeno, como en el cancer, inflamacion, ataque cardiaco y accidentes
cerebrovasculares.

Otros efectos secundarios y factores de riesgos para la salud de las personas que
utilizan HIF, consisten en que esta sustancia puede inducir la aparicion de cancer
mediante la estimulacion de genes que codifican genes el factor angiogénico de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), Angiotensin1 (Ang1), angiotensin2 (Ang2) y
Metaloproteinas (MMPs) (151), asi como otras proteinas relacionadas con el
crecimiento célular (150).

Efectos fisioldgicos de las proteinas de union a la actinina (actn2, actn3)

Dos importantes miembros de las proteinas de union a la actinina - que se relacionan
con el ejercicio y el rendimiento deportivo son los alelos Alpha-actininas de las
actininas ACTN2 y ACTNS, las cuales mantienen la estructura de la matriz miofibrilar y
regulan las miofibrillas de contraccion (152). Se ha informado de que los atletas de
velocidad en comparacion con grupos de control tienen mas a-Actinina-3. Con la
correlacion de la a-actinina-3 con la frecuencias las miofibras de contraccion rapida,
podria llegarse a la conclusion de que este alelo tiene un efecto positivo en la fuerza y
velocidad de la accion muscular (153). Otros informes indican que los genes
codificados por ACTN2 tienen efectos sobre la resistencia muscular (154,152).

Ninguna investigacion ha demostrado efectos secundarios o riesgos para la salud
debido a la utilizacién de los alelos ACTN.

Efectos fisiologicos de los factores angiogénicos (VEGF, FGF, Angiopoietinas,
TGF-B, Y PDGF-)

Los factores angiogénicos son mediadores del proceso de la angiogénesis en
respuesta a la hipoxia y a la condicion de bajas concentraciones oxigeno y cambios
metabdlicos en el musculo esquelético después del entrenamiento. Los factores
angiogénicos importantes son el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), Angiopoietinas, factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-
BB). Proceso de angiogénesis es controlado por estimuladores e inhibidores. El
ejercicio es un fuerte estimulador de inductor de los factores metabdlicos que activan
la formacion de nuevos vasos sanguineos en un estado bajas concentraciones de
oxigeno para satisfacer las necesidades del musculo esqueleto durante la practica de



ejercicio. La terapia génica angiogénica es principalmente una técnica potencial para
tratar estados patoldgicos relacionados con la reduccion del flujo sanguineo hacia los
tejidos como en las enfermedades cardiacas coronaria y la obstruccion vascular
periférica, que es la muerte de tejidos en las extremidades del cuerpo a causa del
suministro inadecuado de oxigeno (155-157). El uso de factores angiogénicos por los
atletas aumenta los potencialmente el sistema circulatorio por el aumento de los vasos
sanguineos, para llevar oxigeno y nutrientes a toda la economia de los musculos y
tejidos.

Efectos fisioldgicos de la enzima convertidora de angiotensina (ACE)

Se ha informado que la supresién continuamente de la enzima convertidora de la
angiotensina desarrolla el rendimiento aerdbico (158, 159). Algunos estudios sobre
alpinistas élite de gran altitud (159), remeros de resistencia (160), nadadores élite de
corta distancia (161) sugieren que hay dos alelos en el polimorfismo ACE I/D que
tienen diferentes efectos sobre el rendimiento atlético, con el alelo | favoreciendo la
capacidad de resistencia y el alelo D mejorando el rendimiento en las pruebas de
velocidad o potencia. ACE no so6lo afecta a la funcién del musculo esquelético, sino
también la hipertrofia ventricular izquierda inducida por el ejercicio (HVI) (162).

El angioedema es un efecto secundario grave de la terapia génica ACE con un
incidente 0,1 % -0,5 % en los pacientes (161,162). No hay informes sobre el uso de los
genes de la ECA y sus efectos secundarios en personas sanas o atletas.

La Interleucina-15 es factor de crecimiento, que se expresa ampliamente, en el
musculo esquelético. Este factor de crecimiento debido a que induce un aumento de la
masa muscular puede ser un candidato para el dopaje genético (163). Algunos
hallazgos indican que la IL-15 afecta los parametros asociados con los miocitos
estimulados y con las fibras musculares para aumentar las cantidades de proteinas
contractiles y la hipertrofia de la fibra de musculo esquelético (164).

Los genes de la IL-15 pueden ser similares a IGF-1 que incrementa algunos riesgos, de
padecer enfermedades como el cancer y dafios musculoesqueléticos.

Efectos fisiolégicos de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (pepck)

La Fosfoenolpiruvato Carboxiquinasa (PEPCK) tiene algunos efectos sobre el proceso
del metabolismo en varios tejidos, tales como la corteza renal y el higado. Esta enzima
mitocondrial cataliza la conversion de oxaloacetato a fosfoenolpiruvato (165, 139) en el
higado y en los tejidos adiposos. La PEPCK regula la gluconeogénesis y
glyceroneogenesis. Hakimi et al. informaron sobre la expresién de la PEPCK en el
musculo esquelético, el aumento de la resistencia, la actividad fisica, la esperanza de
vida y la disminucion de la grasa corporal en ratones (166). Estos resultados pueden
indicar un incremento de la probabilidad de utilizar la codificacion del gen de la PEPCK
en el dopaje genético.

Hasta el presente no existe informacion o investigaciones sobre los efectos
secundarios o riesgo de usar PEPCK en el deporte.

12 Conclusiones



La terapia génica se limita realmente a algunos tipos particulares de enfermedades
graves, pero las investigaciones relacionadas han resultado utiles para el
descubrimiento de nuevas moléculas y vias en la biologia humana. En el futuro, las
aplicaciones practicas de estas Investigaciones podrian ayudar a la recuperacion de
algunas enfermedades genéticas, con un retorno a la vida y actividad fisica normal. Del
mismo modo, el uso terapéutico local de algunos tipos de materiales genéticos podrian
mejorar y acortar el tiempo de recuperacion de musculos, huesos, lesiones graves y
articulaciones y tendones. Como resultado, esta tecnologia podria convertirse, en el
futuro, en un reto para distinguir entre una terapia médica éticamente aceptada,
mejorar la recuperacion de una lesion, y la practica prohibida del dopaje genético [15,
137]. En esta situacion, la comunidad de la medicina deportiva tendra que trabajar en
estrecha colaboracion con la AMA para modificar y ajustar sus reglas antidoping
genéticos.

Al igual que en las ultimas décadas, el conocimiento cientifico aplicado a la fisiologia
del deporte podria convertirse en una herramienta importante para mejorar el
rendimiento, mediante manipulaciones artificiales de las caracteristicas genéticas
individuales. El mercado negro esta siempre listo para proporcionar a los atletas sin
escrupulos sustancias que ni siquiera han completado todas las fases del estudio
clinico, ni han demostrado su valor ergogénico en deportistas de alto nivel. Aunque la
industria de alta tecnologia genética ha prestado hasta ahora poca atencion al deporte,
algunos atletas potencialmente tramposos y sus séquitos ya han mostrado un gran
interés en algunas de las mencionadas sustancias (metabdlicas o moduladores
genéticos)) para estimular los procesos metabdlicos enddgenos. Actualmente se
investiga si una sola manipulacion genética pudiera mejorar significativamente el
rendimiento fisico. Sin embargo, como se ha demostrado en la presente revision
bibliografica, algunos genes particulares o vias celulares son sensibles de ser
utilizados, ya que estan ampliamente vinculados a la modulacion de algunos
componentes del rendimiento atlético. La comunidad de las ciencias del deporte esta
comprometido con una tarea dificil: prevenir los posibles efectos adversos sobre la
salud y detectar cualquier manipulacion posible de genes para mejorar el rendimiento
deportivo. Por ultimo, pero no menos importante, la politica de deteccion del dopaje
genético tendra que representar un elemento disuasivo suficiente, en parte debido a su
costosa investigacion, desarrollo e implementacion.

Desafortunadamente, no sera posible medir los resultados de un compromiso tan dificil
por varios afos.
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