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1 INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

Tradicionalmente, la practica deportiva y la capacidad para consumir grandes volu-
menes de oxigeno han estado asociadas directamente con un efecto beneficioso para el

organismo (Holloszy, 1993; Jenkins, 1993).

Sin embargo, numerosos estudios demuestran que el ejercicio fisico es fuente natu-
ral de radicales libres de oxigeno (Mena et al., 1991), que son sustancias quimicas muy
inestables, con una fuerte reactividad y una gran actividad como aceptores de electrones
— oxidantes -, lo cual les implica en la produccién de dano a diferentes moléculas del
organismo (Halliwell, 1994). Durante los ultimos afios se ha venido observando que los
radicales libres, responsables del dafo celular y la peroxidacion lipidica, son producidos

por el propio metabolismo, incluso en estado de reposo (Jenkins, 1993).

La presencia de estas especies reactivas de oxigeno (ROS) es algo natural en los
seres vivos. Sin embargo, no solo es importante la presencia o no de estos radicales
libres como parametro meramente cualitativo, sino que es de especial interés la cantidad

en la que se producen.

Cualquier proceso metabdlico que implique reacciones del tipo redox es, per se,
una posible fuente continua de produccion de radicales libres. Esto permite considerar
que cualquier situacion de estrés, entre las cuales se incluye la realizacion de ejercicio
fisico, implica la posibilidad de una excesiva produccién de radicales libres, con todas las

consecuencias que esto puede conllevar.

Para hacer frente a esta produccién de radicales libres y el consecuente dafio ce-
lular, el organismo tiene varios mecanismos de defensa, entre lo que podemos destacar

dos sistemas: enzimaticos y no enzimaticos.

Cuando la producciéon de ROS excede la capacidad antioxidante del organismo,

se genera un desequilibrio que provoca estrés oxidativo y dafio celular.

Por otro lado, el estrés producido por el gjercicio fisico, sea cual sea su intensidad

va a provocar una serie de respuestas a nivel fisioldgico y organico a través de mecanis-
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mos neuro-endocrino-metabdlicos, con el fin de mantener la homeostasis y el equilibrio
en el organismo. Este ejercicio fisico, modificador del metabolismo hormonal, puede
producir una disfuncion en el eje hipofisario-hipotalamico con una producciéon hormonal
alterada, como se confirma en una gran cantidad de estudios (Adlercreutz et al., 1986;
Luger et al., 1987; Urhausen et al., 1995; Fry et al., 1998)

Parametros como la intensidad y la duracion del ejercicio van a determinar el nivel
de activacién del sistema endocrino (Ballarin et al., 1986; Kraemer, 1988; Lehmann et al.,
1992; Marx et al., 2001), asi como la produccion de ROS.

1.2 ACTIVIDAD FIiSICA Y ORGANISMOS BIOLOGICOS

1.2.1 Ejercicio anaerdbico

Por actividad anaerébica entendemos aquella donde la principal fuente de produc-
cion de energia es mediante metabolismos carentes de oxigeno entre los que se encuen-

tran el metabolismo glucolitico lactico y el metabolismo de los fosfatos de alta energia.

El metabolismo de los fosfatos de alta energia se fundamenta en la ruptura del en-
lace fosfato de una molécula de fosfato de creatina, liberando una gran cantidad de ener-
gia velozmente pudiendo ser aprovechada para el movimiento, con el inconveniente de

su rapido agotamiento, cercano a los 6-8 segundos (Wilmore & Costill, 1998).

El metabolismo glucolitico anaerdbico permite la utilizacion de la glucosa como
fuente de energia con una mayor velocidad en la obtencion de la misma frente al metabo-
lismo aerdbico, pero por el contrario un menor aporte energético total y una acumulacién
de acido lactico como consecuencia de la no participacion en la via aerdbica del acido
piravico (Lozano, 2000). En condiciones normales, la mayor parte del lactato se elimina
de forma muy eficaz por el higado, y se utiliza para la neoglucogénesis o para la obten-
cion de energia. Si una alta intensidad de ejercicio es mantenida generara una acidosis
metabdlica que obligara a una interrupcion del ejercicio o disminucion en la intensidad de

ejecucion.

Una manera de cuantificar el ejercicio anaerébico es mediante el calculo de la

deuda de oxigeno post esfuerzo, sin embargo esta deuda no sélo refleja la activacién del
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metabolismo anaerébico durante el esfuerzo sino también la recuperacion de otros para-
metros relacionados con la actividad fisica como son termorregulacion, eliminacion de
CO,, etc, por lo que resultaria de mayor interés el calculo del déficit de oxigeno al co-
mienzo del esfuerzo (Wilmore & Costill, 1998) como método de cuantificacion de la con-

tribucion anaerdbica al ejercicio.

No obstante como principal indicador de la activacion del metabolismo anaerébico
se puede utilizar el analisis del lactato sanguineo que con una metodologia correcta

aporta una gran sensibilidad, sencillez y fiabilidad (Bishop & Martino, 1993).

1.2.2 Ejercicio aerdbico

La palabra aerébico significa en presencia de oxigeno y por tanto se entiende co-
mo ejercicio aerdbico aquella actividad donde la energia consumida proviene predomi-
nantemente de la combustion de sustratos metabdlicos gracias al oxigeno, entre ellos

encontramos las grasas, proteinas y los hidratos de carbono.

Los hidratos de carbono sufren un proceso glucolitico que da lugar a la transfor-
macion de glucosa en piruvato para que éste pueda introducirse en el ciclo de Krebs y
posteriormente aprovechar la cadena de transporte de electrones produciendo la energia
necesaria para la actividad fisica con un ratio de resintesis de 39 moléculas de ATP por
cada mol de glucégeno (Lozano, 2000), lo cual le permitira ser el combustible principal

para actividades aerodbicas de alta intensidad.

Las grasas siguen la misma ruta metabdlica que los hidratos de carbono a partir
del ciclo de Krebs, no obstante es necesario previamente la beta-oxidacion de los acidos
grasos, siendo capaces de producir energia necesaria para resintetizar 129 moléculas de
ATP por 1 molécula de acido palmitico, un acido graso cuya cadena esta compuesta por
16 atomos de carbono, obteniendo mayor cantidad de energia a razén de mayor longitud
en la cadena carbonada del acido graso (Galindo, 2000). Asi pues, la utilizacion de las
grasas como fuente de energia queda reservada para actividades aerébicas de larga

duracion y menor intensidad.

Las proteinas, aunque su funcién no es primordialmente energética, si pueden

participar bajo ciertas circunstancias como combustible metabdlico dando lugar a ciertas
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transformaciones en algunos aminoacidos que permiten su conversién en glucogeno,

proceso conocido como neoglucogénesis (Lozano, 2000).

Asi pues una actividad fisica aerébica de mayor intensidad requerira un mayor
gasto energético y por tanto un mayor VO, que sera el reflejo de la capacidad de trans-

porte y utilizaciéon del mismo por parte del organismo.

La manera utilizada para cuantificar un ejercicio aerébico es mediante la valora-
cion del VO,, considerandolo de caracter maximo cuando se alcanza la mayor utilizacion
de éste, y submaximo al trabajar a una intensidad relativa referida al maximo alcanzado
(Wilmore & Costill, 1998).

1.2.3 Radicales libres. Concepto, tipos y fuentes de produccion

Los radicales libres son especies quimicas que poseen uno o mas electrones
desapareados, capaces de existir de forma independiente (Aruoma, 1994), que se produ-
cen en todas las células, y que presentan una gran inestabilidad. Son especies muy
reactivas y con una elevada actividad como aceptores de electrones, lo cual les convierte
en potenciales productores de dafio a diferentes moléculas del organismo (Halliwell,
1994).

La alta reactividad de estas especies quimicas es debida a los intentos de sus
electrones desapareados a buscar una estabilidad mediante la acepcion de otro electrén.
Esta reactividad finaliza cuando dos radicales se aparean y forman un “non-radical” (A" +
B m— AB). Sin embargo, si un radical reacciona con un “non-radical”’, se forma un

nuevo radical, distinto al anterior (A" + B======A + B" ) (Cheeseman & Slater, 1993).

En los sistemas biologicos, los radicales libres son habitualmente moléculas de
oxigeno, o formadas en parte por éste, lo cual hace que a este conjunto de radicales
libres se les denomine en conjunto especies reactivas de oxigeno (ROS). Asimismo,

existen también radicales libres nitrogenados, o especies reactivas de nitrogeno (RNS).

En muchas ocasiones, los términos de radical libre y ROS, son utilizados para re-
ferirse al mismo concepto. Especies reactivas de oxigeno es un concepto que engloba

tanto a radicales libres de oxigeno (como puede ser el anion superoxido, radical hidroxilo,
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oxido nitrico), asi como “non-radical” (reactivos derivados de los radicales libres, como el

peréxido de hidrégeno y el ozono) (Halliwell, 1994).

Por otra parte, los radicales libres juegan un papel importante en la homeostasis.
Son generados y utilizados por células como los neutréfilos, los monocitos, los macrofa-
gos, los eosindfilos y los fibroblastos para eliminar organismos extrafios como bacterias y
virus. Pero el incremento de estos radicales conduce también a un deterioro celular que
se presenta de forma muy pronunciada en la vejez, periodo en el que se pueden presen-

tar varias enfermedades asociadas al dano oxidativo.

En la sintesis de prostaglandinas, también se utilizan radicales libres, del mismo
modo que en la sintesis del colesterol y las hormonas esteroideas. La hidroxilacién de los
aminoacidos lisina y prolina a hidroxilisina e hidroxiprolina respectivamente, necesarios

para la biosintesis del colageno, requiere de la participacién del radical libre hidroxilo.

Una vez formados, son capaces de reaccionar con otras biomoléculas cercanas
de forma inmediata. Los lipidos representan el grupo mas susceptible debido a la presen-
cia de sus dobles enlaces en sus acidos grasos, ademas de constituir el organelo celular
mas expuesto, que es la membrana celular. Esto puede causar dafio a las células muscu-
lares produciendo un incremento en la fluidez de la membrana, cambios en la estructura
proteinica, alteraciones en la actividad enzimatica, incapacidad de mantener gradientes
iénicos, inflamacion celular e inflamacion del tejido. En el interior de la célula, atacan al

DNA impidiendo a la célula su reproduccion.

Las fuentes de produccién de radicales libres son diversas pudiendo tener origen
exdgeno o endégeno. Las fuentes exdgenas pueden ser factores ambientales contami-
nantes, anestésicos o hidrocarburos aromaticos que se convierten en radicales mediante
el metabolismo celular y los procesos de desintoxicacion u otros agentes que ya poseen

radicales libres como puede ser el humo del tabaco (Mason, 1982).

Respecto a las fuentes de producciéon enddégenas, como ya hemos comentado an-
teriormente, podemos destacar la cadena de transporte de electrones, en la que un pe-
quefio porcentaje del oxigeno que entra en ella, no es reducido completamente a agua,
sino que se forman ROS (Sjodin et al., 1990; Finkel & Holbrook, 2000), generandose de
forma sucesiva el anién superéxido, peréxido de hidrégeno y radical hidroxilo. La molécu-

la de oxigeno es un “birradical”, es decir, presenta dos electrones desapareados en su

-8-
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Orbita mas externa, ambos con el mismo giro paralelo, lo que impide que sea capaz de
captar dos electrones de forma simultanea en las reacciones que interviene. Solamente
puede aceptar los electrones de uno en uno. La mayor parte del oxigeno utilizado por el
organismo humano es reducido a agua por la accién del complejo citocromo-oxidasa de

la cadena respiratoria mitocondrial, segun la siguiente reaccion:

O, +4H" +4e” > 2H,0

Los intermediarios quedan unidos al sitio activo de la citocromo-oxidasa y no di-
funden al resto de la célula en condiciones normales, aunque la reduccién parcial del

oxigeno puede producir estos radicales libres (Reilly & Bulkley, 1990).

Las estructuras subcelulares de generacion de radicales libres incluyen principal-
mente las mitocondrias, los lisosomas, los peroxisomas, asi como la membrana nuclear,
la citoplasmica y la del reticulo endoplasmico. En el caso de los peroxisomas, son orga-
nelas ricas en oxidasas y que generan peréxido de hidrogeno, el cual es depurado por

enzimas especificas (catalasas) y transformado en agua.

Algunos autores consideran que la generacion de los radicales libres de oxigeno
puede ser producida por una entrada de macréfagos en el musculo y una activacion de
citokinas durante el ejercicio de alta intensidad (Sacheck & Blumberg, 2001). Las células
fagocitarias utilizan el sistema de la NADPH oxidasa para producir directamente anién

superoxido, y combatir a bacterias y virus.

Sin embargo, debido a la redistribucién sanguinea durante el ejercicio, algunos te-
jidos pueden permanecer durante algun tiempo en estado de hipoxia durante la contrac-
cién muscular, por lo que durante la relajacion existe una mayor utilizacion de oxigeno en
el proceso de reperfusion y por tanto ser susceptibles de peroxidacién (Kanter, 1994;
Sacheck & Blumberg, 2001).

Actividades de determinadas enzimas, como la xantina oxidasa (XO) durante el
ejercicio parece ser otra fuente de produccién de radicales libres, puesto que inhibiendo
la actividad de esta enzima han reducido el dafio oxidativo producido por el ejercicio (Vina
et al.,, 2000). En la transformacion de xantina a acido urico, mediante esta enzima, se

produce como producto anion superoxido,
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También parece ser que a partir de la autooxidacidén de catecolaminas durante el
ejercicio, se pueden producir radicales libres (Rodriguez-Martinez et al., 1999; Ramel et
al., 2004a)

Otro factor que puede influir en la formacion de ROS es la produccién de acido
lactico, que puede convertir a un radical libre poco dafino (radical superéxido) en otro
mucho mas perjudicial (perhidroxilo), por la interaccién del primero con los protones

derivados del acido lactico.

Existen diferentes tipos de radicales libres, entre los que podemos destacar los si-

guientes:

Anioén superéxido (0, )

Es un radical libre poco reactivo pero potencialmente téxico al poder generar otras

ROS mas tdxicas iniciando nuevas reacciones.

H++Oz+e- > HOZ. > 02.-+H+

A partir de este radical libre se generan el resto de especies reactivas. Este anion
superoxido presenta varias fuentes de produccion, entre las que destacamos la cadena
de transporte de electrones, complejo | de esta cadena en presencia de NADH y en el
complejo lll, asi como otras enzimas mitocondriales del complejo Il, como la glycerol-1-
fosfato deshidrogenasa y dehidroorotato deshidrogrenasa (Whatley et al., 1998; Lenaz,
2001; Kushnareva et al., 2002). Durante el ejercicio, se estima que de un 2 a un 5% del
oxigeno consumido durante el transporte de electrones, no se reduce a agua por la cito-
cromo C oxidasa, sino que se forma anion superoxido (Mumby et al., 1999; Finkel &
Holbrook, 2000).

También es productora de este anidén superodxido la actividad fagocitica, mediante
la actividad de la enzima NADPH oxidasa. El aniéon superéxido formado por la oxidasa
NAD(P)H controla la produccion de eritropoyetina, participa en el control de la ventilacién,
en la relajacion del musculo liso y en la transduccion de sefiales de varios receptores de

membrana que activan funciones inmunes.

20 , + NADPH ----(NADPH oxidasa) > 2 O,” + NADP" + H"
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Otra fuente de produccion del anion superoxido es la XO, en el metabolismo de
las purinas, en células endoteliales, miocardio y en diversos tejidos. La XO, utilizando la
hipoxantina por un lado y por otro el oxigeno molecular, aportado en la reperfusion, cata-
liza la formacion del anién superéxido (Koo et al., 1992)

De modo esquematico, la formacion del anion superéxido queda representada en

la grafica 1.

Mitocondria

Metabolismo Univalente Sistemas enziméaticos

NAD(P)H Oxidasa
Catecolaminas Xantina Oxidasa
Lipoxigenasa
Cicloxigenasa
A 4 Citocromo P450
02"

Activacion Leucocitaria Xenobidticos
NAD(P)H oxidasa Herbicidas, contaminantes
Drogas diabetégenas

Famacos, irradiacion
Ozono, hiperoxia, alcohol...

Gréfica 1.- Fuentes de produccién del anién superoxido

Peréxido de hidrégeno (H,0,).

Al no presentar ningun electron desapareado no es considerado como un radical
libre en si, pero presenta gran facilidad para su difusidon a través de las membranas. Es
considerado como un pro-oxidante. El anién superdxido se puede transformar en peroxi-
do de hidrégeno mediante una dismutacién con pH acido en el fagosoma, o mediante una

dismutacion enzimatica en el citosol, catalizada por la enzima superoxido dismutasa
(SOD).

O," + 0" + 2H* ——~(SOD) > H,0, + O,

Otra fuente de produccién es mediante la adicion directa de dos electrones al oxi-

geno molecular a través de reacciones catalizadas por algunas enzimas.
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02 +2e + 2H+ > H202

El peréxido de hidrégeno es un compuesto oxidante relativamente estable y puede
atravesar la capa de lipidos de las membranas celulares debido a la ausencia de carga

eléctrica de su molécula.

En principio, el peréxido de hidrégeno puede seguir varias vias, una de ellas es su

metabolizacién a agua y oxigeno.

2H,0, > 2H,0 + O,

Por otro lado, puede dar lugar, si participa en diferentes reacciones, a radicales li-
bres muy téxicos como el radical hidroxilo, dotado de una gran capacidad para producir
alteraciones tdxicas. Mediante la reaccién con metales de transicion, tanto libres (Fe™,
Cu®) como unidos a proteinas, es capaz de transformarse en radicales libres, en una

reaccion conocida con el nombre de reaccion de Fenton.

Fe? + H,0, > Fe*' +°OH + OH

En presencia de cloro puede dar lugar al acido hipocloroso (anién hipoclorito). Es-
te acido hipocloroso es un radical muy toéxico y la especie mas reactiva formada por los
fagocitos. Su efecto toxico se ejerce también sobre las células normales pudiendo oxidar
lipidos y proteoglicanos de las membranas celulares. Intracelularmente, inhibe los cito-
cromos con lo que impide la cadena respiratoria. Asimismo, el acido hipocloroso puede
reaccionar con radicales NH, con lo que forman las cloraminas, oxidante de vida media.

Algunos tipos de cloraminas son toxicas cuando el nivel de amoniaco aumenta en sangre.

Radical hidroxilo ("OH)

Es la especie mas reactiva (Liochev & Fridovich, 1994), y se forma por la adicion

de un electron el peréxido de hidrégeno, o de tres electrones a la molécula de oxigeno.

Su formacién viene derivada de la reaccion de Fenton, a partir de la reaccion del

agua oxigenada y del radical superoxido mediante la reaccién de Haber-Weiss:
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H,O5 + O, - Oy + *OH + OH"

Esta reaccién de Haber- Weiss es muy lenta y puede considerarse como irrele-
vante, pero se ve incrementada en presencia de metales de transicion como el hierro o el
cobre (Halliwell & Gutteridge, 1990).

Se estima que pasan uUnicamente nanosegundos desde que se forma hasta que
reacciona con los lipidos de las membranas celulares, proteinas, DNA, y a diferencia del
peréxido de hidrégeno, no existen sistemas especificos de defensa celular contra el
radical hidroxilo. Su reaccion con la membrana celular genera la degradacion de los
acidos grasos, lo que repercute en la pérdida de integridad de la membrana y, finalmente,

en muerte celular.

Los acidos grasos de las membranas celulares son las especies mas susceptibles
que reaccionan con el radical hidroxilo. Tras algunas transformaciones complejas de las
moléculas del acido graso, se produce una reaccion en cadena, denominada lipoperoxi-
dacién, en la que se van produciendo cada vez mas radicales libres, y que si no es dete-
nida por los agentes antioxidantes de la propia membrana o por agentes externos, puede
llegar a producir lesiones de la membrana (North et al., 1994; Wagner et al., 1994), ade-
mas de productos de degradacién, como el hidroxinonenal o el MDA que, de por si, tie-

nen propiedades cancerigenas.

Cuando la produccion del radical hidroxilo se da cerca de una cadena de DNA, el
radical puede reaccionar con la desoxiribosa, transformandola en una gran cantidad de
productos diferentes, algunos de los cuales han revelado propiedades mutagenas en
algunas bacterias. Ademas, puede actuar directamente sobre las bases puricas y pirimi-
dinicas, en general por adicion, por ejemplo, en el doble enlace de la timina, para conver-
tirla en timina-glicol, al que confiere el caracter de radical libre. Este puede reaccionar
posteriormente con el oxigeno, para formar peroxitimina, francamente reactiva, que pue-

de unirse a moléculas adyacentes, modificando la estructura de la cadena de DNA.

Radical peroxilo (ROO").

Son los radicales mas abundantes en los sistemas bioldgicos. Se originan a partir
de la adicion del oxigeno a practicamente cualquier radical hidrocarbonado. Se forman

como intermediarios durante la ruptura de los lipidos peroxidados en las reacciones de la
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peroxidacion lipidica. La formacién de ROO® es el paso mas importante de las reacciones
de propagacion en cadena durante la peroxidacion lipidica. La peroxidacion de la mem-
brana produce alteraciones de las funciones secretoras y de los gradientes iénicos. Nu-
merosos residuos quimicos de estas reacciones pueden difundir del sitio donde se produ-
cen y provocar edema, estimular la fosfolipasa A, e inducir la liberacidon de acido araqui-

donico con la consiguiente formacién de eicosanoides.

R*+ O, > ROO*

Es un radical mas fuerte que el anién superoéxido, capaz de atravesar las mem-
branas celulares e iniciar la peroxidacion de los acidos grasos de los fosfolipidos
(Halliwell, 1989).

Oxigeno singlete ( '0,)

Es una molécula relativamente estable con 6 electrones apareados en su orbita
mas externa. Es una forma excitada del oxigeno molecular, ante la incidencia de factores
como las radiaciones y los rayos UV. Puede interaccionar con otras moléculas transfi-
riendoles su energia de excitacion o combinandose quimicamente con ellas. Como resul-
tado, uno de los 6 electrones se estructurara en una nueva 6rbita, con lo que intentara
buscar la estabilidad mediante la acepcion de otro electrén, lo que coincide con la defini-

cion de radical.

Se ha observado que esta forma activa del oxigeno (oxigeno singlete), que es ini-
ciadora de la oxidacién de acidos grasos poliinsaturados (Aruoma et al., 1989), puede
también iniciar y/o propagar la oxidacion del colesterol (Halliwell, 1994). Se caracteriza
por ser un agente electrofilico, capaz de oxidar irreversiblemente proteinas, lipidos y

acidos nucleicos en sistemas bioldgicos, produciendo en ultimo término la muerte celular.

Oxido nitrico (NO°)

Es un gas lipofilico e hidrosoluble, con una vida media de 3 a 5 segundos. Se for-
ma enzimaticamente a partir de la oxidacién de la arginina a citrulina 4 en una reaccion
catalizada por la oxido nitrico sintasas, un grupo de enzimas que, segun los casos, pue-
den ser reguladas por Ca*™, o inducibles por citokinas independiente del Ca**, (Moncada

& Higgs, 1991). Cuando las concentraciones de NO® aumentan, éste tiene efectos indirec-
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tos a través de sus metabolitos pudiendo reaccionar con el oxigeno o el radical superoxi-
do.

El NO*-formado puede actuar dentro de la célula en la cual fue generado o difundir
a las células adyacentes, regulando las funciones de diferentes células y tejidos de mami-
feros sanos, entre las que se incluyen: control de la presion sanguinea, relajacion del
musculo liso, mantenimiento del tono vascular, inhibicion de la agregaciéon y adhesion
plaquetaria, neurotransmision, neuro-modulacion, formacién de la memoria y la secrecién
neuro-endocrina, entre otras. EI NO*-participa, ademas, en procesos inflamatorios, accién
citostatica y citotdxica de los macréfagos, muerte de organismos patégenos y de células

tumorales (Brown, 1995; Simonian & Coyle, 1996)

Debido a su participacion como neurotransmisor, vasodilatador y en el sistema
inmunoldégico, el NO® tiene un papel preponderante en la fisiologia, patologia y farmaco-
logia. Se ha investigado exhaustivamente su produccién por la mitocondria, observando-
se que el NO® es un importante inhibidor de la citocromo C oxidasa por accién competitiva
con esta enzima, afectando la respiracion mitocondrial. La inhibicién de la respiracion
mitocondrial, aumenta los niveles tisulares de oxigeno y por lo tanto compite con el NO*
para limitar una mayor inhibicién de la respiracién. La inhibicién de la respiraciéon por NO*,
aumenta la glicdlisis, y por lo tanto puede funcionar como regulador de la provisién de

ATP por la glucdlisis y la mitocondria (Poderoso et al., 1999).

Otro factor importante a destacar es su capacidad de reaccién con el hierro de
proteinas intracelulares, principalmente mitocondriales, siendo inactivadas por €l la mayo-
ria de las enzimas que poseen un grupo prostético hemo. Puede reaccionar con acidos

nucleicos dando lugar a mutaciones y roturas del DNA.

1.2.4 Sistemas antioxidantes

Para hacer frente al ataque de los radicales libres y el consecuente dafio celular,
el organismo cuenta con una serie de respuestas de defensa denominados “sistemas
antioxidantes”, cuyo objetivo es mantener el estado de equilibrio que existe entre oxidan-

tes y antioxidantes (Evans & Halliwell, 2001).
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Se definen como compuestos que protegen el sistema celular de efectos poten-
cialmente perjudiciales en los procesos que puedan causar una oxidacion excesiva
(Duthie & Crozier, 2000). Deben estar presentes en el organismo en una concentracion

suficiente que permita prevenir la acumulacion de elementos prooxidantes.

Pueden actuar previniendo la formacion de ROS, interceptando el ataque de las
mismas, captando los metabolitos reactivos y convertiéndolos en moléculas menos reac-
tivas, incrementando la resistencia al ataque de las especies reactivas en las células
diana, facilitando la reparacién del dafio provocado por los radicales libres y manteniendo

un ambiente favorable para la actuacion de otros antioxidantes.

Tienen la capacidad de competir con otros sustratos oxidables y por tanto retrasar
o inhibir la oxidacién de dichos sustratos (Halliwell & Gutteridge, 1985). El antioxidante, al
reaccionar con el radical libre, le cede un electron, oxidandose a su vez y transformando-
se en un radical libre débil no toxico, que en algunos casos, puede volver a su estado

inicial mediante la actuacion de otros antioxidantes.

Debido a la diversidad en la vida media de los prooxidantes, desde nanosegundos
hasta varios segundos, existen diferentes sistemas de defensas para hacerles frente
(Sies & Stahl, 1995). De esta forma se han desarrollado varias lineas de defensa, y con

distintos objetivos, ya sean de prevencion, interceptacion o reparacion (Sies, 1993).

Los sistemas antioxidantes, segun su naturaleza, se enmarcan bajo dos tipos:
1. Sistemas antioxidantes enzimaticos

2. Sistemas antioxidantes no enzimaticos

1.2.4.1 Antioxidantes enzimaticos

Son diversas enzimas celulares especificas para la neutralizacion de las especies
reactivas generadas en los procesos redox celulares. Su funcion es la de prevenir la
iniciacion de las oxidaciones en cadena, al eliminar las especies de oxigeno parcialmente
reducidas (O, , H,O,) (Winston, 1990).
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Superoxido dismutasa (SOD)

Enzima que cataliza la dismutacion del radical superéxido para formar peréxido de
hidrogeno (Weiss et al., 1983). Fue descubierta en 1969 por McCord y Fridovich (McCord

& Fridovich, 1969), y constituye la primera fase de defensa antioxidante.

El mecanismo de accién de la SOD consiste en dismutar los radicales superoxido,

que son altamente toxicos, convirtiéndolos en oxigeno y peroxido de hidrogeno.

O," + 0, + 2H" -—~(SOD) > H,0, + O,

La SOD esta presente en cantidades importantes en el interior de la célula, y sin
embrago, esta ausente en el espacio extracelular y liquidos que la rodean. Ello implica
que, mientras la célula esta protegida frente a la accion de los radicales libres que se

forman en su interior, esta expuesta a la accion de los producidos en su entorno.

Se han identificado varias clases de SOD, unida a diferentes metales: la Mn-SOD
mitocondrial, la Cu/Zn-SOD citosélica y la SOD extracelular (EC-SOD).

La Cu/Zn-SOD, cataliza especificamente la dismutacién del aniéon superdxido a
oxigeno y agua. Presenta dos subunidades, y cada una de ellas contiene un centro acti-
vo, constituido por iones de cobre y zinc (Mates et al., 1999). La actividad de esta enzima

es relativamente independiente del nivel de pH, entre valores de 5-9,5.

La Mn-SOD mitocondrial, es un tetramero con cuatro subunidades, y un atomo de
manganeso por subunidad. Es uno de los enzimas antioxidantes mas efectivos contra la
actividad antitumoral (Behrend et al., 2003). Se encuentra mayoritariamente presente en
la matriz mitocondrial, y su presencia en la mitocondria es de gran importancia, pues la
cadena respiratoria mitocondrial es una de las principales fuentes generadoras de radica-
les libres (Finkel & Holbrook, 2000), de modo que constituye una de las primeras barreras

frente al dafio oxidativo.

Aunque el contenido de Mn-SOD en tejidos humanos es aproximadamente la mi-

tad del contenido de Cu/Zn-SOD, es esencial para la supervivencia de la vida aerobia vy el
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desarrollo de resistencia celular a la toxicidad inducida por las sustancias reactivas de

oxigeno.

Glutation peroxidasa (GPX)

Esta enzima reduce el agua oxigenada o el hidroperdxido organico a agua y alco-

hol respectivamente utilizando el glutation reducido (GSH) como donante de electrones:

2 GSH + H,0, - GSSG + 2 H,0
2 GSH + ROOH - GSSG + ROH + H,0O

Forma parte de los antioxidantes primarios, convirtiendo los radicales libres en
compuestos menos daninos, o impidiendo su formacion. Comparte el sustrato con la
catalasa, pudiendo reaccionar de forma efectiva con tejidos y otro hidroperéxidos organi-
cos, catalizando la reduccion de diferentes hidroperéxidos (ROOH y H,0,) utilizando

GSH, contribuyendo a la proteccién de las células.

Se ubica en el citosol, en la mitocondria y en la membrana celular, lo que la hace
ser un mecanismo de proteccidn celular importante contra el dafio oxidativo producido a

lipidos de membrana, proteinas y acidos nucleicos (Ketterer, 1986).

Catalasa

La catalasa cataliza la descomposicion del perdxido de hidrégeno en agua y oxi-

geno, de la siguiente manera:

H,0, ---(catalasa) > 2 H,O + O,

Esta enzima se distribuye en toda la célula, hallandose en mayor concentracién en
los peroxisomas, aunque también se ha encontrado actividad catalasa en mitocondria y
citosol (Prasad et al., 1994).

Realiza la misma funcion que la GPX pero con menor afinidad por el peréxido de
hidrégeno. Por ello, a bajas concentraciones, la GPX juega un papel mas importante que

la catalasa.
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1.2.4.2 Antioxidantes no enzimaticos

Ademas de los antioxidantes enzimaticos, la célula dispone de un conjunto de sis-
temas no enzimaticos que permiten contrarrestar la accién oxidativa de los radicales
libres. Fundamentalmente, los antioxidantes no enzimaticos estan constituidos por vita-
minas y micronutrientes (Sies & Stahl, 1995). Estos mecanismos deben estar presentes
en todos los compartimentos celulares, de ahi que existan antioxidantes hidrosolubles

(vitamina C, glutation) y liposolubles (vitamina E, carotenos).

Glutation

Constituye el principal antioxidante endégeno de caracter no enzimatico. Esta
constituido por 3 aminoacidos, acido glutamico, cisteina y glicina. Su estructura le confie-
re ciertas caracteristicas que le otorgan una funcionalidad amplia e importante en la
célula. Puede encontrarse en dos formas segun su estado de Oxidoreduccion: como

glutation reducido (GSH), o como glutation oxidado (GSSG).

El GSH desempefia importantes funciones metabdlicas, e interactua con una am-
plia gama de radicales libres cediendo un protén (Senturk et al., 2005a). Una de las fun-
ciones antioxidantes mas importantes del GSH es la eliminacién de perdxido de hidroge-
no y peréxidos organicos en la reaccidn catalizada por la GPX descrita con anterioridad.
Cuando se da una agresion oxidativa, el GSH se oxida a GSSG por medio de la reaccion
catalizada por la GPX. El GSSG formado es inmediatamente reducido a GSH por medio
de la enzima glutation reductasa. La glutation reductasa requiere NADPH como cofactor,
que sera suministrado por la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa. Tanto la glutation peroxi-
dasa como la glutation reductasa se hallan predominantemente en el citosol, existiendo

también cierta actividad en la mitocondria (Eklow et al., 1984).

También esta implicado en la reduccion de varios antioxidantes celulares, como
son el radical de la vitamina E y de la vitamina C (Niki et al., 1995). Puede excretarse de
las células y actuar como mecanismo de emergencia frente al daino que un exceso de
GSSG puede causar, ya que reacciona con grupos tioles de proteinas formando disulfu-

ros mixtos (Kimura et al., 1989).

La GSH participa en la sintesis de DNA, cuando interviene la glutaredoxina como

donante de hidrégeno para reducir los ribonucleétidos a desoxiribonucleétidos. También
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esta implicado en la regulacion de sintesis de proteinas, contribuye a la captacion de
aminoacidos en algunos tejidos (Vina et al., 1989), constituye un reservorio de cisteina, y

modula actividades enzimaticas.

Vitamina E

La vitamina E es el antioxidante mas abundante en la naturaleza, encontrandose
hasta 8 sustancias que poseen la actividad de la vitamina E: q, B, y, d tocoferol, y a, B, vy,
O tocotrienol. Entre ellos destaca el a (alfa) tocoferol por poseer la mayor actividad anti-
oxidante (Burton & Traber, 1990).

Debido a su alta liposolubilidad, la vitamina E se asocia a membranas ricas en li-
pidos, como la membrana mitocondrial, reticulos plasmaticos o la membrana plasmatica
(Bowles et al., 1991).

La accién antioxidante de la vitamina E se basa en su capacidad para neutralizar
los radicales superdxido, hidroxilo y lipoperoxilo a formas menos reactivas, ademas de
ser capaz de romper la reaccion en cadena de lipoperoxidacion que ataca a las membra-
nas celulares (Burton & Traber, 1990), siendo probablemente el antioxidante mas potente
del organismo. Esta reconocida como el principal antioxidante en el tejido graso, impi-
diendo la propagacion de los radicales libres (Ricciarelli et al., 2001). De igual manera, en
plasma (Burton et al., 1982), y eritrocitos (Burton et al., 1983), la vitamina E es el antioxi-

dante liposoluble que protege a los lipidos del dafio peroxidativo.

Al neutralizar la vitamina E a un radical se produce la formacién del radical vitami-
na E, disminuyendo asi el contenido celular de ésta. El radical vitamina E se recicla a
vitamina E mediante antioxidantes como el glutation o el ascorbato (Burton & Traber,
1990).

Vitamina A

Es un antioxidante de naturaleza lipofilica, gracias a su corta cadena de polieno
que le permite moverse con facilidad en la membrana plasmatica combatiendo la peroxi-
dacion lipidica, rompiendo el ciclo de ésta interactuando con los radicales peroxilo
(Palace et al., 1999). Debido a que el organismo no la puede sintetizar, es necesaria su

ingesta mediante la dieta (Palace et al., 1999)

-20-



Tesis Doctoral Introduccion

Sus formas activas son el retinol, el retinal y el acido retiénico, sustancias que se
acumulan en el organismo y en altas dosis pueden ser potencialmente tdxicas (Rothman
et al., 1995).

Es importante sefalar que los efectos antioxidantes de la vitamina A se potencian
en presencia de vitamina E, y que este efecto es maximo en una proporciéon 1:10 (reti-
nol:tocoferol), que es precisamente la proporcion que guardan estos compuestos en las
membranas de las células bioldgicas. Este efecto coayudante se atribuye a su proteccion
en diferentes localizaciones fisicas, la vitamina E desde la parte exterior de la superficie

de las membranas, y la vitamina A desde la interior (Niki et al., 1995; Palace et al., 1999).

Carotenoides

Son antioxidantes liposolubles situados en las membranas celulares. Sus propie-
dades antioxidantes residen en la estructura de largas cadenas con dobles enlaces con-
jugados. Por ello pueden neutralizar diversos ROS como el radical superéxido o radicales

peroxilo, y el oxigeno singlete (Sundquist et al., 1994; Palozza et al., 1997).

Los carotenoides son capaces de reducir la peroxidacion lipidica inducida por ra-
dicales libres (Krinsky & Deneke, 1982) y en gran medida son precursores de la vitamina
A (Meydani et al., 1993).

Vitamina C

También denominada acido ascorbico, es un compuesto altamente polar, soluble
en agua, e insoluble en medios lipidicos. Esta presente en la mayoria de tejidos y es
especialmente abundante en el tejido adrenal (Senturk et al., 2005a), siendo considerado

como el antioxidante natural menos toxico.

La vitamina C funciona como agente reductor en reacciones de hidroxilacién o re-
acciones de oxido-reduccion, capaz de neutralizar los radicales superoxido, hidroxilo y
lipohidroperoxido, y formando radical semihidroascorbato, que posteriormente es reduci-

do por el ascorbato.

Es considerada como el agente reductor mas reactivo que puede ocurrir de forma
natural en el tejido vivo, y nutriente esencial para el ser humano, ya que éste no puede
sintetizarlo por si solo (Fennemma, 1996). En solucion acuosa, también puede reaccionar

con RNS, previniendo la nitraciéon de moléculas diana.

-21-



Tesis Doctoral Introduccion

Inhibe la oxidacion de lipoproteinas de alta densidad (HDL), permitiendo asi que
éstas mantengan su capacidad cardioprotectora (Hillstrom et al., 2003). No obstante a
altas concentraciones puede tener un efecto pro-oxidante en presencia de metales de

transicion como el hierro o el cobre (Frei, 1994).

Este mecanismo pro-oxidante se fundamenta en la capacidad para reducir el hie-
rro férrico a ferroso (reaccién de Fenton), cuando la concentracion tisular de hierro es
elevada, ya que éste es un potente inductor de radicales, especialmente radical hidroxilo
mediante la reaccion de Haber - Weiss. Por este motivo han sido cuestionada por algu-

nos autores la megadosis de vitamina C (Senturk et al., 2005a).

Debido a que esta vitamina es un acido, es razonablemente estable en soluciones
acidas, pero en soluciones basicas o neutras es facil y rapidamente oxidada, perdiendo
dos atomos de hidrégeno y convirtiéndose en acido dihidroascorbico, y posteriormente

reciclada a acido ascérbico por la enzima dihidroascorbato reductasa.

Dentro de las funciones que posee, se encuentra la sintesis de colageno, sintesis
de norepinefrina, sintesis de carnitina, e incluso algunos estudios sugieren que esta
envuelta en el metabolismo del colesterol a acidos biliares, lo cual a su vez tiene implica-

ciones en los niveles de colesterol en sangre (Simon & Hudes, 2000)

Por otro lado actia como agente fundamental en la regeneracién de la vitamina E
(Packer et al., 1979; Carr & Frei, 1999).

Acido a-lipoico

Es un compuesto natural que actua como cofactor de complejos a -dehidrogenasa
y participa en reacciones de transferencia de grupos que contienen azufre. Se encuentra
bajas concentraciones en tejidos animales y esta unido habitualmente a complejos enzi-

maticos, por lo que resulta dificil su disponibilidad como antioxidante (Packer, 1994).

El acido a-lipoico exdgeno y libre puede tener un papel importante como antioxi-

dante participando en el reciclaje del ascorbato (Kagan et al., 1992).
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Acido Urico
El acido urico es el producto final del metabolismo de las purinas hasta su degra-

dacion en urea.

Participa en acciones neutralizadoras de radicales hidroxilo, oxigeno singlete, oxi-
dantes oxohemoglobinicos, radicales hidroperoxilos y del acido hipocloroso (Fischer et
al., 1992).

1.2.5 Estrés oxidativo

Las células, para combatir el ataque de los radicales libres, disponen de unos me-
canismos de defensa denominados sistemas antioxidantes. Cuando estos sistemas son
incapaces de neutralizar las acciones oxidativas se producira en mayor o menor medida

un dafio celular (Jenkins, 1993).

A esta incapacidad de actuacion de los mecanismos antioxidantes frente a los ra-
dicales libres se le denomina estrés oxidativo, concepto que propuso Seis H, en 1985, y
que lo definia como un “desequilibrio, en el que hay un aumento de oxidantes o una
disminucién de antioxidantes, en comparacion con la situacion definida como normal
(Sies & Cadenas, 1985). El concepto esta inspirado en la idea de estrés de H. Selye
instalada para el sindrome general de adaptacién fisioldgica, y en la idea de Gerschman

de que tanto la hiperoxia como la disminucion de antioxidantes llevan a dafio tisular.

El estrés oxidativo marca sus efectos en distintos tejidos, donde resaltamos los
dafos sobre los lipidos. El mayor efecto producido por los radicales libres en los lipidos
es la peroxidacion lipidica de los acidos grasos poliinsaturados provocando una disfun-
cion en las membranas celulares de las que forman parte (Halliwell & Cross, 1991; Chee-
seman & Slater, 1993).

El proceso se inicia mediante el radical hidroxilo, el radical hidroperoxilo y quiza el
oxigeno singlete. El radical libre extrae un atomo de hidrégeno de uno de los carbonos
metileno de la cadena del acido graso, dejando un electron no apareado, con lo cual se
genera un radical lipidico (Halliwell, 1994). Este radical lipidico sufrira un reordenamiento
molecular para producir un dieno conjugado, que reacciona con el oxigeno molecular

produciendo un radical hidroperoxilo. Este radical puede a su vez extraer un atomo de
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hidrogeno de un carbono metileno de otro acido graso poliinsaturado para formar un
nuevo radical lipidico y un hidroperoxido lipidico. El radical lipidico entonces se combina
con otra molécula de oxigeno y dara lugar a una reaccion en cadena. De este modo, el
ataque por un solo radical libre da lugar a la formacién de un gran niumero de especies
activadas, lo cual desemboca en la oxidacion de una gran cantidad de sustancias
(Halliwell & Cross, 1991; Cheeseman & Slater, 1993; Halliwell, 1994).

Los hidroperdxidos generados pueden reaccionar con hierro y cobre y formar radi-
cales peroxilo (LOO) y alcoxilo (LO'), que a su vez son capaces de iniciar nuevas reac-
ciones. Por lo tanto, en presencia de estos metales, la reaccion en cadena no solo se

propaga, sino que también se amplifica.

Los productos finales de la peroxidacién lipidica son aldehidos, gases hidrocarbo-
nados y varios residuos quimicos, donde resaltamos el malondialdehido (MDA). Muchos
de estos aldehidos formados pueden reaccionar rapidamente con componentes celula-
res, pudiendo causar alteraciones en el DNA, y dafios estructurales y funcionales al reac-
cionar con proteinas (Frei, 1994). Asimismo, pueden difundir lejos de su origen y ocasio-
nar edema celular, ademas de influir sobre la permeabilidad vascular, inflamacién y qui-

miotaxis.

El dafio oxidativo a los lipidos de membrana constituye, muy probablemente, un
factor importante en la disminucion de la fluidez de las membranas (Shigenaga et al.,
1994). La cantidad de peroxidos lipidicos que llega a formarse en una membrana bioldgi-
ca esta determinada por la cantidad de radicales libres que se originan inicialmente y por
la propagacion de la peroxidacion lipidica. Ciertos componentes de la defensa antioxidan-
te de las células restringen la extensién de esta reaccién en cadena, siendo incluso en

ocasiones capaces de detenerla completamente.

Las proteinas también constituyen un blanco para las especies reactivas, aunque
el efecto sobre ellas es menos intenso que en el caso de los lipidos a causa de una lenta
progresion de las reacciones Dentro de los aminoacidos fisioldgicos, la tirosina, la fenila-
lanina, el triptéfano, la histidina y la metionina son los que presentan mayor disposicién
para ser oxidados (Cashmore et al.,, 1977). El ataque oxidativo a las proteinas puede
provocar modificaciones en aminoacidos especificos, fragmentacion de la cadena pepti-

dica, agregaciones o entrecruzamientos, alteraciones de la carga eléctrica o incremento
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de la susceptibilidad a la proteolisis. También pueden producirse cambios irreversibles

que inhiban la funcién enzimatica (Dean et al., 1997; Shacter, 2000).

En los procesos de dafio oxidativo a proteinas, algunos aminoacidos como lisina,
prolina y arginina, se oxidan dando lugar a grupos carbonilo, de modo que el contenido
en carbonilos de las proteinas se puede emplear como un indicador de dafio oxidativo a

las mismas (Stadtman, 1992).

El DNA también es susceptible de dafo oxidativo. El oxigeno se adiciona a las
bases del DNA formandose radical peroxilo. Las posteriores reacciones de estas espe-
cies radicales del DNA dan lugar a un gran numero de productos, entre los que destaca la
8-hidroxi-2 -desoxiguanosina, utilizado como marcador de peroxidacién. Este producto
aparece como consecuencia de la modificacién oxidativa que se produce a nivel de la
guanosina. También el radical hidroxilo es capaz de atacar las desoxirribosas, purinas y

pirimidinas, generando numerosos productos (Halliwell & Aruoma, 1991).

Debemos destacar que el dafio oxidativo asociado a proteinas y al DNA no debe
ser considerado de manera independiente. La acumulacién de formas inactivas de enzi-
mas reparadoras del DNA puede aumentar la acumulacion de dafio oxidativo al mismo,
por lo que se pueden potenciar uno a otro. Cuando la replicacion del DNA dafiado tiene
lugar antes de la reparacion o cuando un DNA dafiado se repara de manera incorrecta,
tiene lugar una mutacién (Halliwell & Aruoma, 1991; Breen & Murphy, 1995). Asi pues,
las lesiones oxidativas al DNA parecen estar implicadas no solo en el envejecimiento
celular, sino también en la patogénesis de las enfermedades asociadas al envejecimien-
to. EI DNA dafado es reparado por enzimas que cortan la parte dafiada y ésta es elimi-

nada mediante su excrecion por orina (Viguie et al., 1993).

Por ultimo, cabe destacar el daio oxidativo producido sobre los glucidos. Los glu-
cidos reaccionan con facilidad con los radicales hidroxilos. Los monosacaridos y disacari-
dos resisten la accién de los radicales libres de oxigeno. El dano oxidativo a los glucidos
reviste importancia cuando se trata de polisacaridos de funcion estructural, ya que los
polisacaridos son despolimerizados por los radicales libres (Monboisse et al., 1988) dan-

do lugar a procesos degenerativos.

Para diagnosticar el dafio producido por las especies oxidativas, resulta complica-

do medir sus niveles en fluidos biolégicos ya que su vida media es de fracciones de se-
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gundo, por este motivo se recurre a la cuantificacion de distintos marcadores indirectos
entre los que destacan: Malondialdehido (MDA) (Noberasco et al., 1991), como marcador
de peroxidacion lipidica, incrementos de las sustancias reactivas del acido tiobarbiturico
(TBARS) (Halliwell & Grootveld, 1987), dienos conjugados (Vuorimaa et al., 1999), co-
ciente entre glutation oxidado y glutation reducido (GSSG/GSH), como dafio producido en
el citosol, asi como pentano o etano exhalado, o modificaciones en orina del nucleosido
8-hidroxi-2"-desoxiguanosina, como marcador de dafio oxidativo en el DNA (Shigenaga et
al., 1989).

1.2.6 Actividad fisica y estrés oxidativo

Como hemos visto, el ejercicio fisico incrementa la necesidad del aporte de oxige-
no a los tejidos, causando un incremento en la produccion de radicales libres. Cuando
esta produccién de ROS excede la capacidad antioxidante del organismo, se genera un

desequilibrio que provoca estrés oxidativo y dafo celular.

La intensidad y la duracién del ejercicio son factores importantes relacionados con
la produccién de estos radicales libres. Durante los ultimos afos se han estudiado los
efectos y las diferencias existentes entre ejercicios de maxima intensidad (hasta el ago-
tamiento), y ejercicios de intensidad submaxima de diferente duracién, sobre los indicado-
res de estrés oxidativo y respuesta antioxidante del organismo. En principio, parece ser
que a mayor intensidad de esfuerzo, se produce un mayor incremento en los niveles de
MDA, como consecuencia de un mayor estrés oxidativo (Alessio et al., 1988), aunque los
cambios producidos en éste y otros parametros, también pueden estar influidos por la
duracion del esfuerzo. Segun otros autores, los niveles de MDA incrementan a partir de
una intensidad de un 70% del VO, maximo, aunque en periodos cortos de ejercicio
(Lovlin et al., 1987).

1.2.6.1 Actividades de intensidad maxima, estrés oxidativo y respuesta anti-

oxidante

Existen un gran numero de estudios que evidencian que los radicales libres jue-
gan un papel importante como mediadores del dafio muscular e inflamaciones producidas

como consecuencia del ejercicio extenuante. Se dice que la generacion de radicales
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libres de oxigeno se incrementa durante el ejercicio como resultado del aumento en el
VO, mitocondrial y el mayor flujo de electrones en la cadena de transporte (Alessio,
1993). Muchos estudios revisados muestran incrementos significativos en MDA después
de un ejercicio hasta la extenuacién y cambios en los niveles plasmaticos de antioxidan-

tes enzimaticos y no enzimaticos (Dekkers et al., 1996; Ashton et al., 1999).

Periodos de ejercicio intenso estan asociados con incrementos en la peroxidacion
lipidica, provocando aumentos en los niveles de MDA (Weiss et al., 1983; McBride et al.,
1998; Sacheck & Blumberg, 2001). Existen estudios que muestran como esfuerzos de 30
segundos de duracién a maxima intensidad (test de Wingate), ya provocan respuesta
antioxidante enzimatica en eritrocitos y modificaciones en niveles plasmaticos de MDA
(Groussard et al., 2003b; Xiao & Li, 2006).

En un estudio con sujetos de avanzada edad, llevaron a cabo pruebas de esfuerzo
hasta el agotamiento, encontrando que los sujetos entrenados presentaban menores
niveles de MDA tras el esfuerzo, mayor capacidad total antioxidante, y mayor actividad de
GPX que los no entrenados (Fatouros et al., 2004). Igualmente, nadadores jévenes, tras
un periodo de entrenamiento, presentaban mayor actividad de las enzimas antioxidantes,
SOD, catalasa y GPX, mientras que en el grupo control, los niveles de MDA eran mas
elevados que en el grupo de entrenados (Cavas & Tarhan, 2004). En esta misma linea,
esfuerzos agudos hasta la extenuacion (test de esfuerzo incremental maximo) en sujetos
sedentarios, producian descensos en los niveles de GSH e incrementos en GSSG, recu-
perando valores normales a los 60 minutos de acabado el esfuerzo (Elokda et al., 2005).
De esta forma, parece ser que el entrenamiento incrementa la actividad de los sistemas
antioxidantes, con menores niveles de MDA que los sujetos no entrenados, tras la reali-
zacién de esfuerzos de intensidad elevada (Niess et al., 1996; Cazzola et al., 2003; Metin
et al., 2003a; Metin et al., 2003b).

Cabe destacar una investigacion llevada a cabo con ciclistas, en la que valoraban,
en diferentes esfuerzos, los niveles de actividad de las enzimas antioxidantes en eritroci-
tos. Las actividades consistian en una prueba de esfuerzo maxima, una submaxima al
80% del VO, maximo, y una etapa de ciclismo. El test incremental maximo no producia
cambios significativos en las enzimas antioxidantes en eritrocitos, mientras que el sub-
maximo producia un descenso en la catalasa y glutation reductasa, y un incremento en la
actividad de la SOD. Por ultimo, la etapa de ciclismo incrementaba la actividad de la

catalasa y la glutation reductasa eritrocitaria. Estas diferentes respuestas segun la activi-
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dad fisica realizada podrian ser explicadas por los efectos del peroxido de hidrégeno vy el

anion superoéxido sobre la actividad de estas enzimas (Tauler et al., 2005).

También existen algunos estudios en animales, destacando una investigacion con
ratas, en las que se llevaba a cabo un esfuerzo hasta la extenuacién observando incre-
mentos en los niveles de SOD, XO, y MDA, que podrian ser debidos, segun los autores, a
un incremento en la produccion de anién superdxido. De la misma forma, encontraron
niveles mas bajos en catalasa después del ejercicio, posiblemente como consecuencia

de la menor formacion de perdxido de hidrogeno (Vani et al., 1990).

Con respecto a la respuesta de los sistemas antioxidantes no enzimaticos (vitami-
na E, C, y A) ante esfuerzos de intensidad maxima, los estudios encontrados no revelan
datos esclarecedores, puesto que la mayoria de ellos estudian los efectos de la suple-
mentacién de estas vitaminas sobre parametros de estrés. Podemos encontrar algunos
trabajos en los que se observan incrementos en los niveles de vitamina C (Weiss et al.,
1983; Santangelo et al., 2003), y descensos en los niveles de vitamina E (Surmen-Gur et
al., 1999). Resultados idénticos obtuvieron en un estudio en el que llevaron a cabo prue-

bas de esfuerzo hasta la extenuacion con jugadores de futbol (Klapcinska et al., 2005).

En otro estudio, donde los sujetos realizaban esfuerzos de maxima intensidad y
de 30 segundos de duracion (test de Wingate), se observaban incrementos en los niveles
plasmaticos de MDA, descensos en acido urico y vitamina E, y no encontraron cambios
significativos en los niveles de vitamina A (Baker et al., 2004). Sin embargo, en otro estu-
dio con el mismo protocolo (test de Wingate), observaron incrementos plasmaticos en
acido urico y vitamina C, y descensos en vitamina E y beta carotenos (Groussard et al.,
2003a). Estudios realizados en ratas, también mostraban incrementos en los niveles de
MDA, aunque se observaban descensos en los niveles de vitamina C, en relacién a la

duracién del ejercicio (Koz et al., 1992).

Por otro lado, Kostka y cols., (1998), llevaron a cabo un estudio en el que intenta-
ban determinar la relaciéon que podia existir entre el VO, maximo, estrés oxidativo y sis-
tema de defensa antioxidante en sujetos de avanzada edad, llegando a la conclusién de
que existe una relacién directa entre los niveles de VO, maximo y MDA, mientras que la
relacion es inversa entre el VO, maximo y parametros antioxidantes, estableciendo que la
intensidad del ejercicio puede ser un factor desfavorable relacionado con la actividad
saludable (Kostka et al., 1998)
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Cabe destacar algunos estudios en los que resaltan un aspecto importante a la
hora de determinar los parametros tras el ejercicio, y es el hecho de la pérdida de volu-
men plasmatico, que lleva a una hemoconcentracién en todos los sujetos. Debido a ello,
es necesario realizar la correccién con el hematocrito de los parametros analizados, para
no cometer errores en los niveles obtenidos. Entre los resultados derivados de estos
estudios, citamos el aumento de lactato, mientras que los niveles de MDA no se modifica-
ron significativamente. Los niveles de vitamina E disminuyeron significativamente tras el

ejercicio (Surmen-Gur et al., 1999).

Segun algunos autores, existen diferencias en cuanto a la respuesta antioxidante
y el efecto de la formacion de radicales libres segun el grado de entrenamiento. Asi, en
pruebas de esfuerzo maximas, hasta la extenuacién, sujetos sedentarios muestras mayo-
res alteraciones en cuanto a deformacion y agregabilidad de globulos rojos, que sujetos
entrenados. Tras un periodo de suplementacion con vitaminas A, E y C, estas modifica-

ciones eran menores, e incluso los niveles de MDA (Senturk et al., 2005b).

Estos mismos autores sugieren que el estrés oxidativo provocado por el ejercicio
fisico afecta a la fragilidad osmoética de los eritrocitos, la hemodlisis, produciendo un incre-
mento en la hemoglobina plasmatica y descenso en los niveles de haptoglobulina. Estas
modificaciones son mas acusadas en sujetos sendetarios que en entrenados (Yalcin et
al., 2000; Senturk et al., 2005a).

1.2.6.2 Actividades de intensidad subméaxima, estrés oxidativo y respuesta

antioxidante

Por otro lado, existen numerosos estudios acerca de la respuesta del organismo
ante esfuerzos de intensidad submaxima, es decir, esfuerzos en los que los sujetos no
llegaban al agotamiento, aunque en estos trabajos los protocolos utilizados varian de
unos a otros, tanto en intensidad como en duracion, obteniendo resultados poco conclu-

yentes.

En este sentido, en estudios donde la intensidad de los esfuerzos estaba alrede-
dor del 65% del VO, maximo, cercano al umbral aerdbico, ya observaban incrementos en
los niveles de MDA (Kanter et al., 1993; Clarkson & Thompson, 2000; Mastaloudis et al.,
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2001), con duraciones de esfuerzo que variaban de unos pocos minutos a varias horas.
Sin embargo, respecto a la respuesta antioxidante del organismo, existe todavia mucha

controversia, existiendo resultados contradictorios en gran cantidad de investigaciones.

Asi, en un estudio de duraciéon no superior a 20 minutos de esfuerzo, y a un 75%
de la intensidad maxima, observaron elevaciones en los niveles de MDA plasmaticos,
incrementos en la respuesta de antioxidantes liposolubles, y no encontraron modificacio-
nes en vitamina C (Ramel et al., 2004b). Igualmente, en otro estudio de caracteristicas
similares, observaron incrementos en niveles de MDA tras la realizacién del esfuerzo, sin
encontrar diferencias significativas en cuanto a modificaciones de vitamina E (Viitala et
al., 2004).

Respecto a la respuesta de enzimas antioxidantes, tras un esfuerzo de 30 minutos
a una intensidad de 75% de VO, maximo, se observd un descenso en los niveles de GSH
y aumento en los de GSSG (Goldfarb et al., 2005b).

En este sentido, 8 sujetos entrenados llevaron a cabo esfuerzos en tapiz rodante
de 30 minutos de duracién, con una intensidad de un 65% del VO, maximo, uno de ellos
sin gradiente, y otro con un 15% de desnivel hacia abajo, encontrando incrementos signi-
ficativos en los niveles de MDA en la prueba con desnivel (Close et al., 2004). Un estudio
de similares caracteristicas, con ciclistas, en el que realizaban esfuerzos de 30 minutos a
una intensidad del 70% del VO,, producia incrementos en los niveles de MDA plasmatico
(Bryant et al., 2003).

Otro trabajo de investigacion con mujeres no entrenadas en resistencia, en el que
tenian que realizar trabajo excéntrico, mostré resultados que sugerian que este tipo de
ejercicio incrementaba los biomarcadores de estrés oxidativo, como el MDA, y GSSG,
mientras descendian los niveles de GSH (Goldfarb et al., 2005a). Este mismo autor llevé
a cabo otro trabajo, en el que comparaba ejercicio aerébico (30 minutos a 70% de VO,
maximo) y ejercicio anaerdbico (trabajo de multisaltos), y no encontraba diferencias signi-
ficativas entre niveles de MDA, mientras que si que aparecian cambios en niveles de
GSSG y GSH, incrementando el primero y disminuyendo el segundo (Bloomer et al.,
2005). Siguiendo esta linea, Dixon et al., realizaron otro trabajo en el que los sujetos,
divididos en 2 grupos, “entrenados” y “no entrenados”, llevaban a cabo 3 series de 10
repeticiones maximas, no encontrando diferencias en MDA, antes y después del gjercicio,

ni diferencias entre grupos (Dixon et al., 2006). Otra investigacion obtuvo los mismos
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resultados, en sujetos entrenados anaerdbicamente, que realizaban “sprints” y “sentadi-

llas”, no observando diferencias en cuanto a MDA plasmatico (Bloomer et al., 2006).

Siguiendo protocolos parecidos, varios autores estudiaron el efecto de 45 minutos
de esfuerzo a una intensidad de un 75% del VO, maximo, observando incrementos en

MDA plasmatico, y descensos en niveles de vitamina E (Sacheck et al., 2003).

Un estudio relevante es el realizado con sujetos entrenados en resistencia y en
velocidad, comparados con sedentarios. Fueron sometidos a una media maraton y a una
prueba de 6 sprints de 150 metros, para determinar las diferentes respuestas del orga-
nismo ante estos esfuerzos, teniendo en cuenta sus caracteristicas fisiolégicas y especifi-
cidad de las pruebas. En velocistas, encontraron actividades mas elevadas en SOD y
GPX, y niveles mas bajos de actividad de catalasa que en el grupo control. Por otra parte,
en el grupo entrenado en resistencia, solo los niveles de actividad de la SOD eran supe-
riores al grupo control, existiendo también niveles mas bajos en la actividad catalasa. En
todos los grupos observaron incrementos en los niveles de MDA, utilizado como marca-

dor de estrés oxidativo (Marzatico et al., 1997).

En la literatura aparecen investigaciones de mayor duracion, tanto en deportistas
como en animales. Asi, un estudio en caballos, donde realizaban un esfuerzo fisico de 53
minutos a una intensidad moderada, mostraba incrementos en marcadores de estrés
oxidativo, observado por un aumento en los niveles de hidroperddixos lipidicos (Kinnunen
et al., 2005).

Por otro lado, esfuerzos de 90 minutos de duracion a una intensidad de un 70%
del VO, maximo, en ciclistas, también mostraban incrementos en marcadores de estrés
oxidativo (Morillas-Ruiz et al., 2005). En este sentido, estudios de igual duracion, mostra-
ban una correlacidon positiva entre los niveles de MDA y la seccidn transversal de las
fibras tipo | (fibras lentas, rojas), al igual que existia esta misma relacion entre el MDA y la
capilarizacién de las fibras tipo Il (fibras rapidas, blancas), defendiendo el postulado del
incremento en la produccion de radicales libres y estrés oxidativo con el aumento del

consumo y utilizacién de oxigeno (Krotkiewski & Brzezinska, 1996).

De igual forma, un estudio realizado en atletas tras llevar a cabo una media mara-
tén, mostraba incrementos significativos en MDA plasmatico (Child et al., 2000). Este

mismo autor, realizé un estudio similar en atletas entrenados, que llevaron a cabo una
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media maraton, con una intensidad de esfuerzo media de un 77,1% de VO, maximo, y
una duracion media de 1 hora y 25 minutos. Se observé un incremento en los niveles
plasmaticos de MDA, CK, capacidad total antioxidante y acido uUrico después del esfuer-
zo, concluyendo que la respuesta antioxidante del organismo ante esta intensidad y
duracion de esfuerzo es insuficiente para prevenir el estrés oxidativo derivado de la mis-
ma (Child et al., 1998). Resultados similares en cuanto a niveles de MDA y CK se obtu-
vieron en otro estudio de idénticas caracteristicas, en el que concluyeron que los incre-
mentos en niveles plasmaticos de CK y mioglobina podrian estar relacionados con el
dafio producido por los radicales libres en las membranas celulares y el incremento en la
permeabilidad de éstas, evidenciado por un incremento en MDA, y no debido al dafo
mecanico muscular producido por los impactos de la carrera (Goodman et al., 1997), tal y
como ocurria en un estudio de saltos (6 series de 30 segundos y 2 minutos de recupera-
cion entre series), en el que el incremento en CK, no estaba acompafado del aumento en
MDA, por lo que el dafo muscular en este caso era mas atribuible al impacto mecanico
de los saltos (Ortenblad et al., 1997).

En un estudio en ratas, donde llevaban a cabo sesiones de natacion de 3 horas de
duracion, encontraban niveles elevados de MDA tras la realizacion del esfuerzo, asi como
descensos en niveles plasmaticos de testosterona y hormona luteinizante (Manna et al.,
2004). Aparecen en la bibliografia estudios donde se encontraban incrementos de vitami-
na C al finalizar el ejercicio (Gleeson et al., 1987; Viguie et al., 1993; Rokitzki et al., 1994;
Kaikkonen et al., 1998; Mastaloudis et al., 2001), con duraciones de esfuerzo similares a

las anteriores.

En un estudio realizado en atletas para determinar la relaciéon entre ejercicio pro-
longado, estrés oxidativo, y la capacidad de defensa del sistema antioxidante del orga-
nismo, se observaba un aumento en las concentraciones plasmaticas de vitamina A
(18%), y vitamina C (34%), aunque no se realiz6 la correccion con el hematocrito (Duthie
et al., 1990).

Por otro lado, en estudios de caracteristicas similares se encontraban descensos
en los niveles de vitamina E tras la realizacion del esfuerzo (Mastaloudis et al., 2001),
mientras que otras investigaciones no encontraban cambios en los niveles de este para-
metro (Viguie et al., 1993). En esta misma linea, un grupo de ciclistas que realizaron una
etapa de 170 km, con una duracién de 4,5 horas, mostraron incrementos en MDA plas-

matico y eritrocitario, actividad eritrocitaria de la catalasa y glutation reductasa incremen-
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tadas, y descensos en GPX. Los niveles sanguineos de glutation oxidasa, acido urico y
vitamina E aumentaron tras el esfuerzo, volviendo los niveles de vitamina E a su estado
basal a las 3 horas de finalizar el esfuerzo (Aguilo et al., 2005; Sureda et al., 2005). En
este sentido, un estudio realizado con sujetos entrenados, que completaron una carrera
de 80 km de atletismo, a una intensidad media de un 72% del VO, maximo, mostro in-

crementos en los niveles de MDA y CK tras el esfuerzo (Kanter et al., 1988).

En otro estudio realizado en perros, Hinchcliff et al., observaron que tras un ejerci-
cio de intensidad submaxima, la concentracion plasmatica de vitamina E descendio signi-

ficativamente después de la carrera (Durocher et al., 2007).

Por otra parte, existen investigaciones donde también se encontraron resultados
diversos, no observandose modificaciones en los niveles de vitamina C, E y acido urico
tras el ejercicio, habiéndose realizado la correccion de los datos con la modificacion del
hematocrito (Meydani et al., 1993), mientras que en otro estudio con un protocolo similar,
se encontraron aumentos en los niveles de vitamina C tras el ejercicio (Gleeson et al.,
1987). Estos autores concluyen que es posible que la glandula adrenal pudiera ser la
mayor fuente de produccién de vitamina C circulante durante el ejercicio, pues se han
correlacionado positivamente aumentos de dicha vitamina con incrementos en plasma de
cortisol en ratas y humanos. En este sentido, en un estudio realizado en ratas se observo
un incremento en vitamina C tras ejercicio y descenso de los niveles de vitamina C en la

médula suprarrenal (Umegaki et al., 2000).

Existen investigaciones en las que intentan determinar las adaptaciones de los
sistemas antioxidantes con el entrenamiento de resistencia. Asi, en un estudio en el que
comparaban los niveles de actividad de enzimas antioxidantes en eritrocitos de sujetos
sedentarios, deportistas amateurs y profesionales, observaron niveles mas elevados de
SOD, catalasa y GSH-Px en reposo. Por otro lado, observaron en el grupo de ciclistas,
que tras 5 horas ejercicio no exisitian modificaciones significativas en estas enzimas,
aunque tras 20 dias de carrera observaban incrementos en la actividad de la SOD y

descensos en catalasa (Mena et al., 1991).

En esta misma linea, otros autores estudiaron las modificaciones que se produci-
an tras llevar a cabo un programa de entrenamiento aerdbico (40-50% del VO, maximo),
durante 9 meses, en mujeres pre y postmenopausicas, respecto a enzimas antioxidantes

enzimaticas en eritrocitos y estrés oxidativo. Tras el programa de entrenamiento, no
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observaban cambios en los parametros de peroxidacion lipidica, mientras que existia un
incremento significativo en la actividad de la SOD en mujeres postmenopausicas
(Hernandez et al., 1999).

Como hemos visto en las investigaciones realizadas, el ejercicio parece incremen-
tar las ROS, produciendo dano a nivel celular. El resultado de ello es el incremento del
MDA en sangre y el pentano en respiracion. Ambos son indicadores indirectos de peroxi-
dacion lipidica. Pero no todos los estudios indican que se produce un aumento en estos
parametros, como consecuencia de la variabilidad individual de respuesta ante las dife-

rentes pruebas a las que han sido sometidos (Clarkson & Thompson, 2000).

1.2.7 Respuesta Hormonal ante el ejercicio

El ejercicio fisico, sea cual sea su intensidad, produce una situacion de estrés.
Esta situacion provoca una serie de respuestas a nivel fisioldgico y organico a través de
mecanismos neuro-endocrino-metabdlicos, con el fin de mantener la homeostasis y el
equilibrio en el organismo. El ejercicio fisico y el deporte a mas alto nivel, son reconoci-
dos como importantes modificadores del metabolismo hormonal, provocando una disfun-
cion en el eje hipofisario-hipotalamico, con una produccién hormonal alterada, como
muestran gran cantidad de estudios (Adlercreutz et al., 1986; Luger et al., 1987; Urhau-
sen et al., 1995; Fry et al., 1998).

Este estrés producido por el ejercicio fisico, provoca la estimulacion del hipotéala-
mo y al mismo tiempo éste activa la hipdfisis, que a través de la secrecion de hormonas
como la hormona adreno-cértico-tropa (ACTH) y las gonadotropinas (FSH y LH), actuan
sobre la corteza suprarrenal y los testiculos respectivamente, regulando la sintesis de
testosterona, DHEA y cortisol (Franchimont et al., 1975). Estas hormonas mantendran

una retroaccion negativa sobre la hipdfisis (Valloton, 1973).

Esta respuesta endocrina modula la funcion anabdlica/catabdlica y por tanto afec-
ta al comportamiento que manifiestan, tanto durante la actividad fisica como durante la
recuperacion, hormonas como la testosterona, la hormona de crecimiento, la insulina y el
cortisol. En este sentido, cuando el balance es prioritariamente anabdlico el musculo
incrementa su tamano (hipertrofia) y puede aumentar los niveles de tension que es capaz
de desarrollar (Garcia Manso, 2001). Asi, los andrégenos, y en especial la testosterona,
tienen un poderoso efecto anabdlico, favoreciendo la sintesis de proteinas en el musculo;

mientras que los corticosteroides desempenan una funcién eminentemente catabdlica.
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Los niveles de hormonas esteroideas durante el entrenamiento, la competicion o
la recuperaciéon responden a las cargas de trabajo utilizadas. La intensidad, duracion,
volumen y tiempo de recuperacion entre series determina el nivel de activacion del siste-
ma endocrino (Ballarin et al., 1986; Kraemer, 1988; Lehmann et al., 1992; Marx et al.,
2001).

En la bibliografia existen gran cantidad de estudios acerca de los efectos que el
ejercicio fisico agudo tiene sobre las concentraciones sanguineas de las hormonas este-

roideas.

Los resultados obtenidos en 18 atletas que acababan de finalizar una maratén
mostraban incrementos en las concentraciones plasmaticas de testosterona libre (andro-
geno gonadal), cortisol y DHEA (esteroides suprarrenales) (Ponjee et al., 1994; Child et
al., 1998). Igualmente, tras una competicion de judo los niveles de testosterona y cortisol
aparecian elevados de forma significativa (Suay et al., 1999). Estudios mas recientes en
judocas, sometidos a esfuerzos incrementales hasta el agotamiento, han observado
descensos en los niveles urinarios de etiocolanolona y epitestosterona (Pucsok et al.,
2005), mientras que otros estudios muestran elevaciones en los niveles de cortisol tras
esfuerzos intensos y no encontraron cambios en los niveles de DHEA (Minetto et al.,
2007).

En este sentido, encontramos estudios que indican elevaciones plasmaticas de
testosterona y DHEAS, tras esfuerzos de caracter aerdbico, mientras que los niveles
plasmaticos de cortisol solo incrementaban a partir de las 2 horas de esfuerzo. Encontra-
ban también incrementos en las relaciones de hormonas anabdlicas y catabdlicas en
esfuerzos de 40 minutos, mientras que estas relaciones se veian disminuidas en periodos
mas largos de esfuerzo (Tremblay et al., 2005). Anteriormente, otros autores encontraron
incrementos en niveles de testosterona plasmatica con esfuerzos de alta intensidad, y no

asi en esfuerzos submaximos de mayor volumen (Duclos et al., 1996).

Por otro lado, la concentracién basal sérica de andrégenos no necesariamente va-
ria durante el entrenamiento normal e incluso puede aparecer por debajo de los valores
iniciales previos al trabajo (Hakkinen et al., 1988; Craig et al., 1989). En un grupo de
sprinters de élite se observd que los niveles en sangre venosa de testosterona, cortisol y

LH habian descendido después de una sesién de fuerza (Bosco et al., 2000a). En otro
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estudio en el que se llevaron a cabo dos sesiones de resistencia (65 minutos al 75% del
VO, maximo) en el mismo dia, una por la manana y otra por la tarde, se observé que,
después de la segunda sesion, los niveles de testosterona habian descendido y los de
ACTH, cortisol y hormona de crecimiento eran mas elevados respecto a los niveles basa-
les (Ronsen et al., 2001). En esta misma linea, en un estudio donde se realizaban series
de resistencia a alta intensidad (14 series de 60 segundos movilizando cargas elevadas,
con recuperaciones de 1 minuto), no encontraron cambios significativos en las concentra-

ciones de testosterona, LH, FSH y cortisol (Vuorimaa et al., 1999).

Tras una carrera de larga duracion e intensidad elevada (45 minutos, a una velo-
cidad de 3,3 min/km), se observé que los niveles de cortisol y androstenodiona incremen-
taron significativamente y no asi los de testosterona. Sin embargo, media hora después
de finalizado el esfuerzo se observd un descenso significativo de la testosterona y de la
LH plasmatica, recuperando los niveles basales pasadas las tres horas. Esto sugiere que
la actividad pituitaria adreno-cortical parece indicar el esfuerzo desarrollado durante el
ejercicio y el sistema pituitario-testicular parece estar mas comprometido en la fase de

recuperacion (Kuoppasalmi et al., 1980).

Todo esto se ve corroborado por el hecho de que los niveles sanguineos de tes-
tosterona en sujetos entrenados son menores que los de sujetos no entrenados tras la
realizacion de un mismo ejercicio (McColl et al., 1989; Hackney et al., 1990; Martin et al.,
2000).

Esta controversia puede entenderse y encuadrarse en la hipétesis que defienden
algunos autores (Weiss et al., 1983; Kraemer et al., 1990; Hakkinen & Pakarinen, 1993;
Schwab et al., 1993), de que la respuesta hormonal, y mas concretamente las modifica-
ciones en testosterona plasmatica (total y libre), sélo se producen si las cargas utilizadas

en la misma son lo suficientemente elevadas.

En el caso del cortisol, parece ser que la actividad deportiva incrementa los nive-
les de ACTH y, como consecuencia de ello, se produce una elevacion en el cortisol plas-
matico (Newmark et al., 1976; Farrell et al., 1987; Petraglia et al., 1988; Bosco et al.,
1996; Nindl et al., 2001), urinario (Boudou et al., 1987; Gatti et al., 2005; Makras et al.,
2005) e incluso en saliva (Filaire et al., 2001). Sin embargo, en otros estudios (Hackney &
Viru, 1999; Bosco et al., 2000b), se observa un descenso en los niveles plasmaticos de

cortisol, tras una sola sesion o tras dos sesiones de ejercicio en un dia. Algunos autores
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defienden que esto podria ser consecuencia de una mayor tasa de aclaramiento con

respecto a la tasa de secrecion (Few, 1974; Cashmore et al., 1977).

Otro estudio determinaba incrementos en los niveles de cortisol y cortisona urina-
rios tras la realizacion de una etapa ciclista. Sin embargo, al realizar la correccion de los
datos con los niveles de creatinina urinaria, no encontraban modificaciones estadistica-

mente significativas tras la actividad (Gatti et al., 2005).

Los estudios en sangre relacionados con sujetos entrenados, presentan algunas

contradicciones en cuanto a las variaciones del perfil esteroideo.

El ejercicio fisico exhaustivo puede producir descensos significativos en los nive-
les de testosterona en plasma (Hakkinen, 1989; Hakkinen & Pakarinen, 1991), encon-
trandose disminuida la capacidad secretora del testiculo durante el periodo de recupera-
cion (Kujala et al., 1990). Se observo en un grupo de atletas que corrieron 1100 kiléme-
tros en 20 dias, descensos en los niveles sanguineos de testosterona (Schurmeyer et al.,
1984), mientras que otro grupo que corrié 400 km en 15 dias, presentaba también des-
censos en los niveles plasmaticos de testosterona y un incremento en el ratio corti-

sol/testosterona (Dressendorfer & Wade, 1991).

Por otro lado, en un estudio en el que se doblaba el volumen de entrenamiento
durante un periodo de 11 dias, se observaron descensos en los niveles de testosterona
total y libre, mientras que los niveles de cortisol y LH no mostraron cambios significativos
(Flynn et al., 1997). En otro estudio, tras un periodo de 6 semanas de entrenamiento de
fuerza se observaba como los niveles plasmaticos de testosterona descendian y los de
LH se incrementaban (Busso et al., 1992). Estos niveles plasmaticos de testosterona
disminuidos también se han encontrado en maratonianos, levantadores de peso y lucha-
dores (Strauss et al., 1985; Hackney et al., 1989; Wheeler et al., 1991).

Sin embargo, otros estudios han mostrado que no se producen modificaciones
significativas en los niveles de testosterona tras un periodo de entrenamiento, ya sea de
fuerza o de resistencia combinada con fuerza (Brown et al., 2000; Hakkinen et al., 2000;
Izquierdo et al., 2001).

También existen algunos estudios que observan niveles plasmaticos de testoste-

rona libre y total elevados tras periodos de entrenamiento. En muestras sanguineas de
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hombres y mujeres que prepararon una maraton durante 18-20 meses se observaba un

incremento de los niveles de testosterona y cortisol (Keizer et al., 1989).

Por otro lado, un estudio donde los sujetos llevaron a cabo un entrenamiento de
10 semanas se observd, como durante las primeras cinco semanas aparecian incremen-
tos en los niveles de testosterona y cortisol, y en las cinco siguientes los niveles de tes-

tosterona caian en un 19% (Mero et al., 1997).

En otro estudio de 10 semanas, con jovenes y personas mayores, se observaron
incrementos en los niveles de testosterona libre y total, en ambos grupos, a lo largo del
proceso del entrenamiento. En las personas mayores descendioé el cortisol de forma

significativa al final del periodo (Kraemer et al., 1990).

Como hemos comprobado, tampoco hay unanimidad respecto a las variaciones
en las concentraciones de cortisol. Asi, unos encuentran niveles elevados tras un periodo
de entrenamiento (Dressendorfer & Wade, 1991; Mero et al., 1997) y otros descensos en
los mismos (Fry et al., 1998; Hedelin et al., 2000), e incluso existen algunos autores que
no encuentran cambios significativos (Flynn et al., 1997). Otros estudios (Lucia et al.,
2001; Viru et al., 2001) ponen de manifiesto que el ejercicio intenso y prolongado puede
provocar fatiga, un descenso y una disfuncién en la actividad del eje pituitario-
adrenocortical, con lo que todas las hormonas de origen suprarrenal podrian aparecer

disminuidas.

Dada las variaciones que existen entre unos estudios y otros, es preciso profundi-
zar mas en la respuesta hormonal tras el ejercicio para poder determinar el grado de
estrés producido, segun sea la intensidad y la duracién del mismo. No obstante, siempre
habra que tener en cuenta las diferencias individuales (Uusitalo et al., 1998; Martin et al.,
2000).

Hasta ahora, en la mayoria de los estudios, las concentraciones de hormonas es-
teroideas (andrégenos y corticosteroides) se han venido estudiando en muestras de
sangre, aunque en algunos ocasiones se han analizado en orina y saliva, lo que puede
dar diferentes resultados. Otros biomarcadores, diferentes a la testosterona, cortisol y su
relacion, se vienen estudiando para valorar la carga de trabajo o el estrés provocado por

el ejercicio fisico.
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Algunos trabajos plantean que la relacion testosterona/cortisol no es muy valida
puesto que la activacion y las funciones de los sistemas pituitario-adrenal y pituitario
testicular no son iguales (Kuoppasalmi et al., 1980; Pantaleoni et al., 1991). Por ello se
vienen estudiando otro tipo de biomarcadores como son la Dehidroepiandrosterona y su
sulfato (DHEAS), de origen suprarrenal (Keizer et al., 1989; Nishikaze & Furuya, 1998;
Filaire & Lac, 2000; Nishikaze & Furuya, 2000), y/o los metabolitos 17-cetoesteroides
(androsterona y etiocolanolona) y los 17-hidroxicorticosteroides (Tetrahidrocortisol y
Tetrahidrocortisona) (Kimura et al., 1989; Fischer et al., 1992), determinando sus concen-
traciones en orina a través de técnicas cromatograficas (Yap et al., 1996; Ueki & Okano,
1999).

En este sentido, se observé como tras dieciséis semanas de entrenamiento pro-
gresivo con jugadoras de balonmano y voleibol, los niveles salivares de DHEA incremen-
taron. También se utilizo la relacion DHEA/cortisol para valorar la carga del entrenamien-
to y se observaron incrementos en este indice en todas las deportistas. DHEA/cortisol
podria ser utilizado como un indicador para valorar la intensidad y la carga de entrena-

miento (Filaire et al., 1998).

En otras investigaciones, donde se llevaban a cabo esfuerzos agudos, se obser-
varon como los niveles de DHEA y DHEAS se incrementaron tras la realizacion de una
maratén (Ponjee et al., 1994), de una sesion intensa de gimnasia deportiva (Jahreis et al.,
1991), de una actividad fisica prolongada (Pantaleoni et al., 1991) o tras un partido de

hockey hielo (Tegelman et al., 1990).

En este sentido, encontramos estudios que indican incrementos en los niveles de
cortisol plasmatico tras la realizacion de esfuerzos incrementales en laboratorio, relacio-
nando estos incrementos con la intensidad del ejercicio, y mas concretamente, con los

niveles de lactato sanguineo (Stupnicki et al., 1995).

No obstante, tambien aparecen algunas investigaciones en las que los niveles de
estas hormonas han permanecido igual o han descendido tras la realizacién de un deter-
minado programa de entrenamiento o de una actividad concreta. Asi por ejemplo, tras
seis meses de entrenamiento con un grupo de hombres y mujeres, mayores y de media-
na edad, se observé que los niveles de DHEA y DHEAS no cambiaron (Hakkinen et al.,

2000). Otro estudio en el que se doblaba el volumen de entrenamiento durante 11 dias,
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provocé un descenso de la dehidroepiandrosterona a lo largo de los dias (Flynn et al.,
1997).

Otros autores estudiaron el efecto cronico que el entrenamiento provocaba sobre
el perfil esteroideo (andrégenos), comparandolo con las modificaciones que se producian
tras la competicion, obteniendo niveles adrogénicos mas bajos durante el entrenamiento,
mientras que estos parametros incrementaban tras la competicion. Concluyeron que la
actividad fisica podria tener influencia sobre la eliminacién de hormonas androgénicas en

orina (Maynar et al., 1994).

Otro estudio tratoé de analizar las variaciones que se producian en el perfil esteroi-
deo urinario (andrégenos, estrégenos y corticosteroides) como consecuencia de la reali-
zacién de una sesién de ejercicios de fuerza y tras un programa de entrenamiento de
fuerza de cuatro semanas de duracion, observando que tras la realizacion de una sesion
de ejercicio, ya fuera antes del programa de entrenamiento o después del mismo, dismi-
nuia la excrecion urinaria de androégenos, de 17-cetoesteroides (17KS) y de estréogenos.
Sin embargo, no observaron diferencias significativas en la excrecion de tetrahidrocortisol
y tetrahidrocortisona (17-OHCS). La relaciéon 17KS/170HCS también disminuyé después
de la sesién aguda. Tras cuatro semanas de entrenamiento se observé una mejora signi-
ficativa en la fuerza de los grupos musculares estudiados y un aumento en la excrecién
urinaria de todas las hormonas androgénicas con respecto al reposo inicial. Los estroge-
nos y los 17-OHCS no experimentaron cambios significativos, pero la relacién
17KS/170HCS aumenté de forma muy significativa con respecto al reposo inicial. Con-
cluyeron que los sujetos hicieron una adaptacion al entrenamiento, mejorando sus niveles

de fuerza sin caer en un estado de fatiga crénica (Timon Andrada et al., 2007).

En animales también existen algunos estudios, que indican incrementos en la ex-
crecion urinaria de cortisol, tras realizar ejercicios de gran volumen, desde 160 a 560 km

de carrera (Durocher et al., 2007)
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2 OBJETIVOS

A raiz de la revision bibliografica acerca de la situacion cientifica actual relaciona-

da con la respuesta del organismo al ejercicio fisico, tanto a nivel de dano celular como

de modificaciones hormonales, la presente tesis tiene como objetivo general:

“determinar las modificaciones que se producen en cuanto a la produccion de
radicales libres, respuesta antioxidante del organismo, y las modificaciones en
las hormonas esteroideas urinarias como consecuencia de la realizacion de acti-
vidad fisica de diferente intensidad, y establecer un modelo de estrés, analizan-

do estas modificaciones en plasma, eritrocitos y orina”.

Este objetivo general lo concretamos en los siguientes objetivos mas especificos:

Valorar el estrés oxidativo y la respuesta antioxidante no enzimatica del orga-
nismo bajo diferentes tipos de ejercicio fisico, en plasma y eritrocitos.

Determinar y analizar en orina mediante cromatografia GC/MS y GC/MS/MS la
variacién en el perfil esteroideo (andrégenos, corticosteroides y estrégenos), de-
rivadas de la realizacién de actividad fisica, como marcador de intensidad de es-
fuerzo.

Establecer diferencias entre sujetos sedentarios y deportistas, en cuanto a la
respuesta del organismo ante el estrés provocado por el ejercicio fisico a diferen-

tes intensidades de esfuerzo.
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3 MATERIALY METODO

3.1 REACTIVOS

A continuacién detallamos los reactivos utilizados, conjuntamente a su proveedor.

Diferenciaremos los reactivos utilizados de forma genérica para las determinaciones,

aquellos utilizados para las determinaciones en sangre de los parametros de estrés oxi-

dativo, y por ultimo, los utilizados para la determinaciéon en orina de los pardmetros hor-

monales.

3.11

Reactivos genéricos

Agua destilada. Mili Q.
Nitrégeno gas. Air liquide.
Helio. Airliquide.

Metanol. Scharlab.

Acido Clorhidrico. Panreac

3.1.2 Reactivos para determinaciéon sanguinea de parametros

de estrés oxidativo

Ac. Ascorbico. Sigma.

Ac. Heptadecanoico. Sigma.

Ac. Metafosférico. Sigma.

Ac. Perclérico. Sigma.

Ac. Sulfurico. Panreac.

Ac. Tiobarbiturico. Sigma.

Ac. Tricloroacético. Panreac.
Acetato de alfa-tocoferol. Sigma.
Acetil clorhidro. Sigma.
Acetonitrilo. Tecknocroma.
Benceno. Panreac.

BHT (2,6-di-terr-butil, 4-metil fenol). Sigma.

Carbonato potasico. Sigma.
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Triclorometano. Panreac.

Diclorometano. Panreac.

Etanol. Panreac.

Lactato (kit de sigma).

Malondialdehido (bisdimetil acetal). Sigma.

n — Hexano. Tecknocroma.

3.1.3 Reactivos para determinacién en orina de parametros de

estrés hormonal

Ac. Acético.

Arilsulfatasa

Carbonato potasico (Ph 9-10). Sigma.
Ditioeritritiol. Sigma.

Eter dietilico. Panreac.

Fosfato de sodio (Ph 7). Sigma.
Kit Creatinina 555-A. Sigma.
Metoxiamina. Sigma.

MSTFA. Sigma.

Piridina. Acros.

TMS imidazol. Sigma.

Yoduro Amodnico. Panreac.

3.1.3.1 Andrbégenos y estrégenos:

Todos los patrones han sido suministrados por la casa Sigma Aldrich.

Androstenodiona.

Androsterona.

B — estradiol.
Dehidroepiandrosterona (DHEA).
Epitestosterona.

Estrona.

Etiocolanolona.

Metiltestosterona (P.1).

Testosterona.
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3.1.3.2 Corticosteroides

Los patrones utilizados han sido suministrados por la casa Sigma Aldrich.
e Tetrahidrocortisol.

e Tetrahidrocortisona.

3.2 INSTRUMENTAL UTILIZADO

El instrumental utilizado detallado a continuacion pertenece al Laboratorio de Fisio-
logia de la Facultad de Ciencias del Deporte y al Departamento de Quimica Analitica y

Electroquimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Extremadura.

INSTRUMENTAL
o Agitador. P-selecta.
¢ Analizador de gases n° 762014-102. MGC.
e Balanza de precision. ADA 120/L.

¢ Bano calentador. Raypa.

e Bascula de pesaje y tallimetro. SECA.

¢ Centrifugadora meditronic. P-Selecta.

¢ Cicloergémetro Ergo-metrics 900. Ergoline.

e Columna C18 de 15 cm x4.7 mm.

¢ Columna capilar SGE-BPX70 de m. x I.D. mm. X 0,25 m Film.

e Columna Facer TRB-1. Teknokroma.

e Columna HPLC Brownlee OD-MP de 10 cm x 4,6 mm.

e Columna HP-1. Agilent Technology Spain.

e Compresor de goma.

¢ Congelador. Lynx.

¢ Cromatografo de gases HP 5890 SERIES Il sistema GC / MS. Hewlett Pac-
kard.

¢ Dispensador de agua ml Q.

e Electrocardiografo. Cardioline.

¢ Esfingomandmetro. Holtain

o Espectrofotémetro. UNICAM 5625.

o Estufa y termobloque. P-Selecta.
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e Fonendoscopio. Holtain.

¢ Gradillas portatubos.

e HPLC. Spectra Series P 100.

¢ Interface para pulsdometro. POLAR.

¢ Microcentrifugadora Biofuge pico. Heraus.

¢ Microcentrifugadora. Alresa.

e Paquimetro. Holtain.

e PC Pentium IV. Software Windows XP.

o Periféricos informaticos. Hewlett Packard.

e Ph —metro. Crison.

¢ Pipetas Gilson 100 pl.

¢ Pipetas Gilson 5000 pl.

e Pipetas Wiley 1000 pl.

e Plicometro. Holtain.

e Probetas 100-500-1000 ml.

e Pulsometros Vantage NV y S 720 i. POLAR.

¢ Rotavapor y/o bombonas de nitrogeno (Air Liquide).

¢ Software POLAR Precision Performance para pulsémetros.

¢ Termobloque. P-Selecta.

o Termdmetro y medidor de humedad modelo Huger. HomFor.

e Tiras colorométricas de pH y densidad. Panreac

¢ Varian 3800 con detector Saturn 2000 (sistema GC/MS/MS) con inyector au-
tomatico modelo 8200.

¢ Vortex. Heidolph. Reax.

A continuacion presentamos el material fungible utilizado, que ha sido suministrado

por Scharlab y VIMA, suministros médicos.

MATERIAL FUNGIBLE

e Parafilm.

Algodoén.

Cubetas para espectrofotometro.

Tubos de ensayo cristal 10 ml.

Tubos de ensayo plastico 10 ml.

Tubos de ensayo plastico 5 ml.
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e Tubos de ensayo cristal con tapon de rosca 10 ml.
e Guantes de latex.

¢ Puntas de plastico para pipetas.

e Colector de orina 100 ml.

e Tubos extraccion de sangre 10 ml LH Vacutainer.
¢ Sistema extractor de sangre Vacutainer.

e Gasas esterilizadas.

e Esparadrapo.

e Tubos eppendorf 1 ml.

e Capilares 25 ul Na —Hp.

e Palomillas Vacutainer 23 G.

¢ Pipetas tipo Pasteur.

e Chupete extractor para pipetas Pasteur.

3.3 SUJETOS DE ESTUDIO

La muestra participante en el estudio se compone de un total de 40 sujetos experi-
mentales. Todos eran varones, no fumadores, y no presentaban ningin problema de
salud. El grupo total fue dividido en dos subgrupos bajo el criterio de actividad fisica

realizada y nivel de condicion fisica.

a) Grupo de sujetos no entrenados (n = 20): formado por sujetos que realiza-
ban practica deportiva de forma habitual sin un entrenamiento riguroso, consi-
derandose sujetos activos, pertenecientes todos ellos a la Facultad de Cien-
cias del Deporte de la Universidad de Extremadura. En la tabla 1 se describen

las caracteristicas del grupo.

b) Grupo de sujetos entrenados (n = 15): compuesto por deportistas entrena-
dos en deportes de resistencia que seguian un plan de entrenamiento orienta-
do a la competicion de alto nivel, con un minimo de 10 horas semanales de

entrenamiento. En la tabla 2 se describen las caracteristicas del grupo.

Todos los sujetos participantes en el estudio fueron informados del mismo y acepta-

ron su participacion voluntaria mediante la firma de un informe consentido.
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Edad (afios) Altura(cm) Peso(kg) % muscular | % graso % 6seo | % residual

2091 | 17527 | 7100 | 5352 | 1011 | 1226 | 24,1
+1,31 | +6,10 | #552 | #1,51 | #1,09 | #0,96 | +0,00

Tabla 1. Caracteristicas del grupo no entrenados.
Datos expresados como media #+ desviacion estandar (X+ SD)

Edad (afios) Altura(cm) Peso (kg) % muscular | %graso % 6seo | % residual

23,83
2,32

176,00
+3,65

66,94
+£3,59

50,96
0,96

Tabla 2. Caracteristicas del grupo entrenados.
Datos expresados como media + desviacion estandar (X+ SD).

8,57
1,22

16,37
+2,93

241
#0,00

La composicion corporal fue calculada segun las indicaciones del grupo espanol de

cineantropometria (Porta et al., 1993).

El porcentaje graso fue calculado mediante la ecuacion de Yuhasz (Porta et al.,
1993).

% Graso: 3,64 + (suma 6 pliegues cutaneos x 0,097)

Los pliegues cutaneos se determinaron con el uso del plicometro en el hemisferio

dominante de los sujetos del siguiente modo:

e Abdominal: a la derecha de la cicatriz umbilical, en sentido vertical.

e Suprailiaco: ubicado en el punto de corte formado por la linea del borde superior
del ileon y una linea que uniria la espina iliaca antero — superior con el borde axi-
lar anterior. El pliegue se tomé medialmente hacia abajo formando un angulo de
45° con la horizontal.

e Tricipital: ubicado en la parte posterior del brazo, en el punto medio acromio — ra-
dial. La direccion del pliegue es vertical.

o Subescapular: situado justo debajo del pico inferior de la escapula en direccion

oblicua hacia abajo y afuera, con una angulacion de 45° respecto la horizontal.
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e Muslo: tomado en la parte anterior del muslo, a la mitad del segmento en direccion
vertical, con el sujeto sentado con una flexion de rodilla de 90° y los pies apoya-
dos en el suelo.

e Pierna: tomado en la parte medial de la pierna donde ésta alcance su maxima cir-

cunferencia. El pliegue tendra una direccion vertical.

El % o6seo se calculd a partir del peso 6seo, utilizando la ecuacion de Von Dobeln
y Rocha (Porta et al., 1993).

Peso Oseo = 3,02 x (Talla? x D. Biestiloideo x D. Bicondiloideo(fémur) x 400)®7"2

Los didmetros se determinaron en el hemisferio dominante de los sujetos del si-

guiente modo:

e Bicondileo de fémur: distancia entre el condilo medial y lateral del fémur. Las ra-

mas del paquimetro ubicadas hacia abajo y en la bisectriz del angulo formado por
la rodilla, en este caso 90°.

o Biestiloideo: distancia entre las apdfisis estiloides del radio y cubito. Las ramas del
paquimetro ubicadas hacia abajo y en la bisectriz del angulo formado por la mu-

fieca, en este caso 90°.

El porcentaje residual fue determinado mediante la ecuacion de Wurch (Porta et
al., 1993) que lo considera un valor constante de 24,1 % para hombres, lo que hace que

todos tengan el mismo y la desviacién estandar sea 0.
El porcentaje muscular fue determinado (Porta et al., 1993) a partir del calculo del

peso muscular, que se determind mediante la diferencia entre el peso total y el resto de

pesos: 0seo, residual y graso.

3.4 DISENO EXPERIMENTAL

El trabajo esta basado en un estudio experimental, que viene definido por una serie

de variables, tanto dependientes como independientes, que nos permiten comparar va-
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rias situaciones diferentes de esfuerzo fisico, para intentar determinar las diferencias

existentes entre ellas.

En este caso, la variable independiente es el tipo de esfuerzo fisico que los suje-
tos debian realizar, consistentes en una prueba de esfuerzo incremental maxima y una

prueba de esfuerzo en estado estable, de una intensidad del 80% del VO, maximo.

Como variables dependientes, podemos distinguir:

Parametros espirométricos, que vienen definidos por el consumo maximo de oxi-
geno relativo (VO, maximo, medido en mL/kg/min), volumen de didxido de carbono abso-
luto (CO, medido en mL/min), frecuencia cardiaca (FC, medida en pulsaciones por minu-

to, ppm), y cociente respiratorio (RER).

Parametros de estrés, que vienen definidos por niveles de lactato (medido en
mmol/L), malondialdehido (MDA, medido en uM), vitamina A, C y E (ug/mL), determina-

dos tanto en plasma como en eritrocitos.

Parametros hormonales, definidos por niveles de esteroides (andrégenos, estro-
genos, corticosteroides). Entre ellos destacamos la androsterona y etiocolanolona, meta-
bolitos urinarios de la testosterona, la testosterona, epitestosterona, DHT, DHEA, andros-
tenodiona, estrona, 3- estradiol, cortisol, cortisona, tetrahidrocortisol y tetrahidrocortisona,

metabolitos del cortisol y cortisona.

Para la valoracion del estrés oxidativo, se extrajeron distintas tomas de sangre de la

vena antecubital mediante el sistema Vacutainer en tubos de cristal de 10 ml con hepari-

na de litio.
a) Antes del inicio de las pruebas que sirvio como blanco, denominada
INICIAL.
b) Al término de las pruebas denominada FINAL.

Tras la extraccién sanguinea, las muestras eran inmediatamente centrifugadas a
3000 r.p.m durante 10 minutos en una centrifugadora meditronic. La sangre total quedaba

separada en plasma vy eritrocitos, guardando el plasma en tubos de ependorf de 1mL y

-68-



Tesis Doctoral Material y método

congelandolos a — 30° C para la posterior determinacién de los diferentes parametros.

Por su parte, los eritrocitos fueron guardados en tubos de cristal de 10 mL.

A todas las muestras sanguineas se les determind el hematocrito mediante la cen-
trifugacion de 25 pL de sangre total contenida en capilares heparinizados durante 10
minutos en una microcentrifugadora Alresa, para la correccion de los datos con la modifi-

cacion de este parametro.

A nivel de eritrocitos, los datos fueron corregidos con la modificacion de la hemo-

globina, determinada mediante espectrofotometria con un Kit comercial de Sigma.

Igualmente, para valorar el estrés hormonal producido por los distintos esfuerzos,

se recogieron muestras de orina, en tubos de vidrio de 10 mL.

c) Antes del inicio de las pruebas que sirvio como blanco, denominada
INICIAL.
d) La primera orina tras el final de las pruebas denominada FINAL.

Tras la recogida de las muestras, éstas fueron almacenadas en tubos de 10 mL, y
congeladas a — 30° C para su posterior andlisis. Los datos fueron corregidos con la crea-

tinina, determinada por espectrofotometria mediante un kit comercial de Sigma.

3.5 VALORACION DEL RENDIMIENTO FISICO

Las pruebas llevadas a cabo pretendian valorar el rendimiento fisico a diferentes

volumenes e intensidades, diferenciando 2 tipos diferentes de esfuerzos:

e Prueba de esfuerzo maximo: prueba ergoespirométrica maxima incremental
hasta el agotamiento voluntario, con una duracion de 15 minutos aproxima-
damente, segun el grado de entrenamiento de los sujetos.

e Prueba de esfuerzo submaxima a intensidad de un 75-80% del VO, maximo:
prueba en estado estable con una duracién maxima de 30 minutos de es-

fuerzo continuo.
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De esta forma, intentamos determinar el efecto que dos ejercicios fisicos de diferen-
te intensidad y duracién tienen sobre los sistemas antioxidantes y hormonal esteroideo de

nuestros sujetos de estudio.

3.5.1 Prueba de esfuerzo maxima

Con esta prueba intentamos determinar la potencia aerébica maxima, que es consi-
derada como la mayor cantidad de energia obtenida por unidad de tiempo mediante un
metabolismo aerdbico, alcanzando el consumo maximo de oxigeno, expresado como VO,
maximo (Wilmore & Costill, 1998).

Para evaluar la potencia aerdbica maxima se realizé un test en un cicloergdmetro
de freno electromagnético de la marca Ergoline® (Ergo-metrics 900), con un protocolo en

escaldn incremental maximo.

Tras un calentamiento de 10 minutos a una intensidad de 100 watios, los sujetos
comenzaban el test con un escaloén inicial de 100 watios de carga e incrementando ésta
cada 2 minutos en 50 watios hasta los 300 watios donde la carga se incrementaba de 25

en 25 watios hasta la maxima extenuacion voluntaria.

La respuesta fisioldégica en parametros ergoespirométricos era controlada mediante
un analizador de gases (MGC, model n° 762014-102) y un pulsémetro (Polar ® “Vantage
NV”). Los datos fueron analizados con el software Polar Precision Performance de Polar
tras la transmision de los datos con el interface (Polar ® Advantage interface), propio de
la marca finlandesa. Las pruebas fueron llevadas a cabo con un intervalo temporal de tres
dias, con el objetivo de favorecer la recuperacion de los sujetos y eliminar posibles adap-

taciones al esfuerzo.

En plasma se determiné la concentracion final de lactato mediante espectrofotome-
tria (Unicam 5625 UV/VIS) con el kit comercial de Sigma.
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3.5.2 Prueba de esfuerzo submaxima al 75-80% del VO, maximo

Proxima a esta zona de esfuerzo, en condiciones normales, encontramos el umbral
anaerdbico del individuo, punto éste de gran interés en la fisiologia del ejercicio ya que
nos marca el punto en el que el metabolismo anaerdbico juega un papel predominante
como sistema de restitucion del ATP y supone para el organismo un estado de claro
desequilibrio. Nuestro interés fue evaluar los efectos que esta situacion produce en los

sistemas antioxidantes y de hormonas esteroideas urinarias.

Para nuestro estudio, llevamos a cabo un esfuerzo en estado estable sobre cicloer-
goémetro, a una intensidad inferior al umbral anaerdbico, en torno al 80% del VO, maximo,
durante 30 minutos, con 15 minutos previos de calentamiento a una intensidad del 50-
60% del VO, maximo. La intensidad de la carga era calculada a partir de los datos obte-

nidos en la prueba incremental maxima.

El metabolismo principal empleado en este test es el de la oxidacion de hidratos de
carbono, a una intensidad relativa cercana al umbral anaerdbico pero sin sobrepasarlo y

por tanto sin disparar las concentraciones de lactato.

La respuesta fisiolégica ergoespirométrica fue controlada con un analizador de ga-
ses MGC, modelo n° 762014-102 y un pulsémetro Polar modelo Vantage NV. Los datos
fueron analizados con el software Polar Precision Performance de Polar tras la trasmision
de datos con el interface propio de la marca finlandesa. Los valores se registraban cada 5

minutos de esfuerzo y en los minutos 1y 3 de la recuperacion.

En plasma se determiné la concentracion final de lactato mediante espectrofotome-
tria (Unicam 5625 UV/VIS) con el kit comercial de Sigma.
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3.6 VALORACION DEL ESTRES OXIDATIVO

Para la valoracion del estrés oxidativo producido por las diferentes actividades, y la

respuesta del organismo ante estos esfuerzos, diferenciaremos entre:

e Marcadores de estrés oxidativo y peroxidacion lipidica.

¢ Respuesta antioxidante no enzimatica.

3.6.1 Marcadores de estrés oxidativo y peroxidacion lipidica

El marcador utilizado como producto final de la peroxidacién lipidica fue el malon-
dialdehido (MDA), determinado en plasma y en eritrocitos mediante la técnica de croma-
tografia liquida de alta presion (HPLC) descrita por Esterbauer (Esterbauer et al., 1984) y

resenada a continuacion.

A 100 pL de plasma se le afiaden 100 uL de acetonitrilo agitandolo en vortex duran-
te 1 minuto. A continuacion se centrifuga a 12000 r.p.m durante 5 minutos y se recoge el

sobrenadante, 20 uL de los cuales son inyectados para su analisis mediante HPLC.

Para el analisis en eritrocitos, tras el lavado de los mismos con cloruro sdédico al
0,9%, realizamos una dilucion al 50%. De esta forma, para determinar el MDA, tomamos

el doble de cantidad respecto al procedimiento expuesto anteriormente.

La columna utilizada fue una Brownlee AS-WP. De 10 cm de longitud y 4,6 mm de
diametro interno, usando como fase movil acetonitrilo: Tris 0,03 M pH 7,4 (1:9) a un flujo

de 1 mL/min. La deteccion se realizé a una longitud de onda de 270 nm.

Teniendo en cuenta el factor de dilucion de la muestra y utilizando una recta patrén
construida a partir de MDA comercial, se puede calcular la concentracién uM plasmatica

y eritrocitaria de MDA en la muestra.
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3.6.2 Sistemas antioxidantes no enzimaticos

Respecto al estudio de los sistemas antioxidantes, centramos nuestro trabajo en la
respuesta de los sistemas antioxidantes no enzimaticos, concretamente de las vitaminas
A C,yE.

Vitamina C
Esta vitamina actua como antioxidante en medios acuosos al ser vitamina hidroso-
luble. Para su determinacion se utilizé la cromatografia liquida de alta presién (HPLC)

segun la técnica descrita por Manoharan (Manoharan & Schwille, 1994).

A 100 pL de plasma se le afiaden 100 uL de acido perclérico al 10% mezclado con
acido metafosférico al 1% agitandose en vértex durante 30 segundos y conservando en
nevera durante 20 minutos. Posteriormente se afnaden 200 uL de fase movil y se centri-
fuga a 12000 r.p.m durante 2 minutos. Se recogen 20 uL de sobrenadante siendo inyec-

tados para la determinacion de la vitamina C mediante HPLC.

Para el analisis en eritrocitos, tras el lavado de los mismos con cloruro sddico al
0,9%, realizamos una dilucién al 50%. De esta forma, para determinar la vitamina C,

tomamos el doble de cantidad respecto al procedimiento expuesto anteriormente.

La columna utilizada fue una C18 de 11 cm de longitud y 4,7 mm de diametro inter-
no, usando como fase mévil fosfato amonico 20 mM: 0.015% metafosforico a un flujo de 1

mL/min. La deteccién se realizé a una longitud de onda de 240 nm.
Teniendo en cuenta el factor de dilucién de la muestra y utilizando una recta patrén
construida con acido ascorbico comercial, se puede calcular la concentracion plasmatica

y eritrocitaria en pg /mL de vitamina C en la muestra.

Vitaminas Ay E

Estas vitaminas actuan como antioxidantes en medios lipidicos como es la mem-
brana celular, al ser vitaminas liposolubles. Para su determinacion se utilizé la cromato-
grafia liquida de alta presion (HPLC) segun la técnica descrita por Shearer (Shearer,

1986) resefada a continuacion.
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A 100 pL de plasma se le afiaden como patrén interno 100 uL de acetato de alfa —
tocoferol en etanol (50 mg/L) agitandose en voértex durante 30 segundos. A continuacion
se le afiade 200 uL de n — hexano y se agita de nuevo durante otros 30 segundos. Poste-
riormente se agita mecanicamente durante 10 minutos para proceder a una centrifuga-
cion a 3000 r.p.m durante 5 minutos. Una vez finalizada la centrifugacion se extrae la
capa superior y se seca en corriente de N, a 40° C. Inmediatamente antes de medir por
HPLC se reconstituye en 100 uL de etanol, inyectandose 20 uL para la determinacion de

la vitamina E.

Para el analisis en eritrocitos, tras el lavado de los mismos con cloruro sédico al
0,9%, realizamos una dilucién al 50%. De esta forma, para determinar la vitamina Ay E,

tomamos el doble de cantidad respecto al procedimiento expuesto anteriormente.

La columna utilizada fue una Brownlee OD-MP de 10 cm de longitud y 4,6 mm de
diametro interno, usando como fase mdévil diclorometano en metanol 7% (v/v) a un flujo

de 1 mL/min. La deteccidn se realizé a una longitud de onda de 292 nm.

Mediante la comparacion de areas con el patrén interno, se puede calcular la con-

centracion plasmatica y eritrocitaria en ug /mL de vitaminas Ay E en la muestra.
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3.7 VALORACION DEL PERFIL ESTEROIDEO

Con el analisis del perfil esteroideo en orina, pretendemos determinar como afectan
los diferentes tipos de esfuerzo fisico al comportamiento de las hormonas anabdlicas y

catabdlicas, para valorar la carga de trabajo y el estrés sometido.

Los analisis se realizaron por cromatografia de gases-espectrometria de masas se-
gun los métodos de Galan et al., 2001 (Galan Martin et al., 2001), y de Rivero et al.,2001

(Rivero-Marabe et al., 2001), determinandose:

e Dehidroepiandrosterona (DHEA), andrégeno suprarrenal

¢ Androstenodiona, androgeno suprarrenal

e Testosterona (T)

e Epitestosterona (E)

e Androsterona y Etiocolanolona

e [-estradiol

e Estrona

e Tetrahidrocortisol (THCol) y Tetrahidrocortisona (THC), metabolitos urinarios

del cortisol y de la cortisona, hormonas suprarrenales catabdlicas.

Asi como las relaciones:
e Andrégenos testiculares totales / Corticosteroides totales
¢ Andrégenos suprarrenales totales / Corticosteroides totales
e Testosterona/Tetrahidrocortisona (T/THC)
e Testosterona/Tetrahidrocortisol (T/THCol)
e Dehidroepiandrosterona/Tetrahidrocortisona (DHEA/THC)
e Dehidroepiandrosterona/ Tetrahidrocortisol (DHEA/THCol).

Las muestras de orina siguieron un método de preparacién, puesto que los com-
puestos objetos de estudio requieren unas etapas de aislamiento y acondicionamiento.
Los compuestos que se pretenden analizar no se encuentran soélo en estado libre, sino
también en estado conjugado, mayoritariamente con el acido glucurénico ademas de

como sulfatos.
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En este proceso de preparacion de las muestras distinguimos tres fases:
e Hidrdlisis
e Extraccion

e Derivatizacion

No obstante, hay que mencionar que los procesos seguidos para la determinacién

de andrégenos y corticosteroides varian ligeramente.

3.7.1 Determinacion de andrégenos y corticosteroides en orina

Hidrolisis:
e Se toman 2 mL de orina y se centrifuga a 3000 r.p.m durante 3 minutos, cam-
biandola de vial posteriormente.
e Se ajusta a pH 5 con 50 uL de acido acético 1M y 300 uL de tampédn acético
acetato.
e Se anaden 25 plL de patrén interno (metiltestosterona).

e Se afiaden 50 uL de arilsulfatasa y se incuba durante 15 horas a 50° C.

Extraccion:

e Se deja enfriar la mezcla a temperatura ambiente (10 minutos).

e Se tampona la orina a pH 9,5 con 100 uL de NaOH 1My 300 pL de tampon bi-
carbonato carbonato.

e Se anaden 2 mL de éter dietilico, y se agita 30 minutos en el vortex.

¢ Una vez agitado centrifugamos a 3000 r.p.m durante 2 minutos, para eliminar
la interfase.

e Se congela para separar las fases perfectamente.

e Se deseca la parte organica, ya sea en rotavapor, con nitrégeno o con centri-

fuga con camara de vacio, hasta no quedar restos de liquido.

Derivatizacion:
e La derivatizacion de la muestra se realiza por la adicion de una mezcla

MSTFA, yoduro amoénico y ditioeritritol en proporcion de 1mL:2mg:4mg. La re-
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accion se realiza con 50 pL del derivatizante a 60° C en placa durante 30 mi-
nutos.

¢ La mezcla resultante se trasvasa a un vial y se encapsula rapidamente, para
evitar en lo posible la reaccionabilidad de estos compuestos con la humedad
ambiente, hasta su analisis por cromatografia gaseosa, inyectandose 1uL al

cromatografo.

3.7.2 Determinacion de creatinina en orina

En esta metddica de ensayo, se estudid otro parametro que es la concentracion
de creatinina en la misma orina en la que posteriormente analizariamos los esteroides. El
objetivo de esta medicion es poder normalizar los resultados obtenidos en funcion de la
excrecion renal y en relacién a esta sustancia, ya que mantiene un nivel de excrecion

constante.

El material empleado para la realizacion de este analisis fue: espectrofotémetro de
doble haz de Shimazu; solucion madre de creatinina 2g/L en HCI 25mM, HCI 25mM,

NaOH 1,4M y acido picrico 14mM fueron suministrados por Scharlau laboratorios.

Recta de calibrado de la creatinina
Utilizaremos 6 puntos para obtener dicha recta para lo cual prepararemos 6 tubos
de concentracién conocida entre 0 g/L (0,0 mL de patron de creatinina) y 0,125 g/L (1,0

mL de patrén de creatinina).

Preparacion de los patrones.

Tomamos la solucion madre de creatinina de 2g/L y la diluimos 1 a 10 con HCI
25mM. Para preparar dichos patrones se recomienda la utilizacion de los siguientes
volumenes de patrén de creatinina diluida (tabla 3) completando hasta un volumen de 1,6
mL con HCI 25mM.

-77-



Tesis Doctoral Material y método

Tubo 1 2 3 4 5 6
HCI 25mM - 160 - 140 - 120 - 100 080 - 060
V (mL) patrén : : : : :

000 : 020 : 040 = 060 : 080 : 1,00
creatinina (0,2 g/L) : : : : :
Viotal(mL) . 160 . 160 . 160 . 160 . 160 . 160
Creatinina (g/L) ; 0,00000; 0025 | 005 : 0075 | 0100 | 0,125*

Tabla 3. Preparacién de los patrones.
(* concentracién a partir de la cual se pierde la linealidad de la recta de calibrado, correspondiente
a una absorbancia de 2,799. Por ello, este punto es eliminado de la misma).

Medida de absorbancia.

Una vez preparado los patrones se procede a medir la absorbancia de los mismos
en el espectrofotdometro. Para ello se hace reaccionar la creatinina con acido picrico para
obtener un complejo coloreado lo cual no sucede hasta que se afiade hidréxido sdédico
(NaOH 1,4M).

Por lo tanto para medir la absorbancia se toman los tubos y se le afiade 1,5 mL de
acido picrico (14mM), se agita y se deja estabilizar 1 6 2 minutos. Posteriormente se
anaden 0,80 mL de NaOH (1,4M) y se agita. Se deja que la reaccion se complete durante
50 minutos y posteriormente procedemos a realizar la medida de la absorbancia a una

longitud de onda de 500 nm.

Para obtener la recta de calibrado representamos la concentracion de los patrones
frente a la absorbancia de los mismos obteniendo la ecuacidn correspondiente; a partir de
la sustituciéon en la misma, de la absorbancia de la muestra problema, obtenemos la

concentracién después de aplicar la dilucion correspondiente.

Preparacién y medida de la muestra problema

Se toman 1,6 mL de orina, previamente diluida con agua destilada lo suficiente
como para que la absorbancia de la misma esté dentro del rango de la recta de calibrado,
en nuestro caso 2,799 (a partir de este valor se pierde la linealidad), aunque para asegu-
rarnos de ello tomaremos como referencia un valor de absorbancia de 2,500. Normal-
mente una dilucién 1 a 20 6 1 a 30 es suficiente. Hay algunas orinas, debido a su concen-
tracion (de creatinina), para las cuales esta dilucién no es suficiente; si al aplicar dicha

dilucién la absorbancia sale fuera del rango de la recta de calibrado, es decir de nuestro
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valor de referencia (2,500), se diluye hasta que caiga dentro del mismo. La concentracion

de creatinina en la muestra problema se calcula teniendo en cuenta la dilucion realizada.

3.8 ANALISIS ESTADISITICO

El tratamiento estadistico de los resultados fue realizado mediante el programa
SPSS 11.0 para Windows.

Debido a que las variables analizadas no cumplian las condiciones de normalidad
de la curva, curtosis y asimetria entre = 1 con el numero de sujetos empleado, se utilizé
una alternativa no paramétrica, el test de Wilcoxon para muestras autopareadas, que nos

indica la tendencia de los resultados siendo cada sujeto control de si mismo.
Por otro lado, para determinar las diferencias entre grupos a nivel ergoespirométri-
co, realizamos el test ANOVA para muestras repetidas, donde el factor intrasujetos co-

rrespondia al test ergométrico y el factor intersujetos al grado de entrenamiento.

Se aceptaron como significativas aquellas diferencias con una probabilidad de ser

debidas al azar menor al 5 % (p<0,05).

Los resultados se expresan como la media % la desviacién estandar.
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4 RESULTADOS

Los resultados de la presente tesis los estructuraremos en 3 grandes grupos, de la

siguiente manera:

Valoracién del rendimiento fisico.
2. Valoracion del estrés oxidativo y respuesta antioxidante no enzimatica
en plasma vy eritrocitos

3. Valoracion del estrés sobre hormonas esteroideas en orina

La valoracion del rendimiento fisico, el estrés oxidativo y la respuesta antioxidante
se llevé a cabo con ambos grupos experimentales, “entrenados” y “no entrenados”, mien-
tras que la valoracion del estrés hormonal solamente fue realizada con el grupo de “en-

trenados”, en las 2 situaciones de esfuerzo planteadas.

4.1 VALORACION DEL RENDIMIENTO FiSICO

4.1.1 Valoracion del rendimiento en la prueba maxima

En la tabla 4 se muestran los resultados ergoespirométricos obtenidos durante las
pruebas incrementales maximas, tanto en sujetos “sedentarios” como en “entrenados”.
Los parametros estudiados fueron: consumo de oxigeno maximo relativo (VO,) medido
en mL/kg/min, volumen de diéxido de carbono absoluto (VCO,) medido en ml/min, volu-
men espirado (VE) L/min, frecuencia respiratoria maxima (RR) medida en respiraciones
por minuto, cociente respiratorio maximo (RER) y frecuencia cardiaca maxima (FC) medi-

da en pulsaciones por minuto.
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Carga FC VO, VCO, VE

Tiempo RER

(w) (ppm)  (mL/kg/min) (mL/min) (L/min)

1 P |

11°35 328 ' 184 vV 3847 ' 4050 ' 12314 ' 146

No entrenados 1 | | | | |
17457 +24 5 1 +4,99 | 598 | £2230 , * 0,14
15561 364 ! 182 ' 6553+ ! 5074 V14108 ' 1,13

Entrenados | 1 I | I |
| +4’157 § £5330 1 +*6 | %935 | =701 j +2755 ;) 0,05

Tabla 4 Valores obtenidos en el test incremental maximo.
(* p< 0,05, ** p< 0,01 en comparacioén “no entrenados” y “entrenados”).

Como aspecto mas importante, podemos observar la diferencia significativa encon-
trada en el cociente respiratorio (p<0,01), entre sujetos entrenados y no entrenados, lo
cual podria indicar una mayor utilizacién del metabolismo oxidativo, utilizando &cidos
grasos para la obtencion de energia, reservando asi el glucégeno para intensidades

mayores de esfuerzo.

El consumo de oxigeno, tiempo de trabajo, carga movilizada y volumen espirado
también fueron superiores en sujetos entrenados, relacionados con las adaptaciones al

entrenamiento de resistencia realizado por estos sujetos.

4.1.2 Valoracién del rendimiento en la prueba de estado estable

aerobica

Los registros ergoespirométricos del test submaximo de estado estable al 80% del

VO, maximo se muestran en las graficas 2a 7.

Los parametros estudiados fueron: consumo de oxigeno maximo relativo (VO,) me-
dido en mL/kg/min, volumen de di6éxido de carbono absoluto (VCO,) medido en mL/min,
volumen espirado (VE) L/min, frecuencia respiratoria maxima (RR) medida en respiracio-
nes por minuto, cociente respiratorio maximo (RER) y frecuencia cardiaca (FC) medida

en pulsaciones por minuto.

Los valores son mostrados cada 5 minutos y en los minutos 1 y 3 de la recupera-

cion.
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Respecto a la frecuencia cardiaca (grafica 2), observamos como lo sujetos “entre-
nados” alcanzaron valores ligeramente inferiores durante la prueba, estadisitcamente
significativos (p<0,05), que podrian ser debido a su mayor eficiencia del sistema aerdbico

a intensidades submaximas de esfuerzo.

Cabe destacar la pendiente del grupo de “no entrenados”, que incrementé hasta fi-
nal de la prueba, lo cual podria indicarnos una eficiencia menor de su sistema aerdébico,
debido a la falta de entrenamiento. Otra diferencia destacable en ambos grupos, fue la
recuperacion, ya que podemos observar como el grupo de “entrenados” alcanzé valores
practicamente basales después de 3 minutos de finalizar el esfuerzo, aspecto éste que no
ocurrié en el grupo de “no entrenados”, cuya FC permanecié mas elevada durante un

tiempo mayor.

190+
1804
170~
1604
1504 —— No entrenados
1404 —=— Entrenados

1304
1204
1104
100

FC (ppm)

I
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (min)

Grafica 2 Valores obtenidos en FC en el test de estado estable.

En la grafica 3, mostramos los valores obtenidos en VO, durante la prueba de es-
tado estable. El grupo de “entrenados” presentaron niveles de VO, mayores que el grupo
de “no entrenados”, siendo esta diferencia estadisticamente significativa durante toda la
prueba (p<0,05). En este sentido, podemos observar como la pendiente de recuperacion,
durante los 3 minutos posteriores al esfuerzo, es mayor en sujetos “entrenados”, que en

“no entrenados”.
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—— No entrenados

—=— Entrenados

VO, (ml/kg/min)

0 ! ! ! ! ! !

I
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (min)

Gréafica 3. Valores obtenidos en VO, en el test de estado estable.

5.04
4.54
4.0
= 3.5-

'€ 3.0- il T —=— No entrenados

E‘: 2.54 y y —=— Entrenados
8 2.0+
> 1.54
1.0+
0.5+
0.0

!
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (min)

Gréfica 4. Valores obtenidos en VCO, en el test de estado estable.

Los valores obtenidos en VCO, durante el esfuerzo estable fueron superiores en el
grupo de “entrenados”, aunque con menor diferencia que ocurria con el VO,, lo cual
podria indicarnos una mayor eficiencia del sistema aerdbico, que se vera claramente
influenciada en el cociente respiratorio. A los 3 minutos de finalizar el esfuerzo, los suje-
tos “entrenados” presentaban niveles de CO; inferiores al grupo de los “no entrenados”,
siendo esta diferencia estadisiticamente significativa (p<0,05), alcanzando valores muy
cercanos a los basales. No ocurria lo mismo en el grupo de “no entrenados”, donde el

VCO, permanecia elevado durante mas tiempo.
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1.4+
1.2

D
1.04 » - 2 & 4"1\[ —— No entrenados

% 0.8+ —s— Entrenados

0.64
0.4+
0.2+

0.0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Ha

Tiempo (min)

Gréafica 5. Valores obtenidos en RER en el test de estado estable.

Como consencuencia de los valores obtenidos en VO, y en VCO, en ambos gru-

pos, podemos observar como el cociente respiratorio, que nos indica la relacién existente

entre estos dos parametros, y el tipo de sustrato energético utilizado, es superior en el

grupo de “no entrenados”. Esta diferencia entre grupos de RER va incrementandose a lo

largo de toda la prueba. Destacar la mayor diferencia existente en el primer minuto de la

recuperacion, debido a la mayor diferencia en los parametros de VO, y VCO, en ambos

grupos.

100-
904 - »
80- —

04 —=— No entrenados

—=— Entrenados

VE (L/min)
A O O
T

o

I
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (min)

Gréafica 6. Valores obtenidos en VE en el test de estado estable.
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Cabe destacar como los sujetos “entrenados” presentaban niveles mas elevados en
volumen espirado durante toda la prueba de esfuerzo, capaces de captar mayor cantidad
de litros de aire por minuto. Un aspecto importante a destacar, es la recuperacion. Los
sujetos entrenados, presentaban valores cercanos a los basales después de tres minutos
de finalizacion de la actividad, a diferencia del grupo de los “no entrenados”, cuyos valo-
res permanecian elevados durante un mayor tiempo. Esta diferencia resulté estadisitica-

mente significativa (p<0,05) durante todo el esfuerzo.

A O
o ;o
| I I |

—— No entrenados

(@)
1

—=— Entrenados

= 2 NN W WHs
i

2

RR (respiraciones/min)

(@]
1

o

I
10 15 20 25 30 35

o
(@) ]

Tiempo (min)

Grafica 7. Valores obtenidos en RR en el test de estado estable.

Podemos observar, como durante toda la prueba, el grupo de “entrenados” presen-
taba valores mas elevados en Frecuencia Respiratoria, aunque al final de la prueba los
datos son practicamente similares, debido a la menor adaptacién que el grupo de “no
entrenados” presenta relacionada con este tipo de actividad. Durante la recuperacion
observamos como los sujetos “entrenados” alcanzaron valores basales a los 3 minutos de
finalizar el esfuerzo, mientras que el grupo de los “no entrenados” mantenia la RR eleva-

da durante mas tiempo.
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4.2 ESTRES OXIDATIVO Y SISTEMAS ANTIOXIDANTES

A continuacién presentamos los resultados obtenidos tras el analisis de las mues-
tras sanguineas, para determinar el estrés ocasionado por las diferentes situaciones de
esfuerzo, y establecer diferencias entre ambas, tanto en grupos de “entrenados” como en

“no entrenados”.
421 Hemoconcentracion y valoracién del lactato

Las gréaficas 8 y 9 muestran las modificaciones del Hematocrito (Htc), con la reali-
zacién de ejercicio fisico, tanto en sujetos “entrenados” como en “no entrenados”, en la

prueba de esfuerzo maxima y estable.

70- * %
604 | I |
504

40-
N |nicial

% Htc

304
Final
204

10+

0_
No entrenados Entrenados

Grafica 8. Modificaciones del Hematocrito (Htc) en el test de esfuerzo maximo.
(** p< 0,001 en comparacion “inicial” y “final’).

Se aprecia como tras el esfuerzo realizado se incrementan la tasa de hematocrito
en todos los sujetos, siendo este cambio estadisticamente significativo (p<0,001), aunque
sin que el tipo de esfuerzo produjera diferencias significativas entre los grupos. Hay que
tener en cuenta este suceso, pues al final de la prueba, los sujetos “no entrenados” pre-
sentaban un Htc mayor de 51%, lo que podria indicar un exceso de pérdida de volumen
plasmatico, y una mayor viscosidad sanguinea.

La importancia de este parametro radica en el hecho de las posibles modificaciones

que pueden sufrir los demas parametros debido a la hemoconcentracién producida tras la
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realizacion de ejercicio. Es por ello que todos los datos que expresaremos relacionados

con niveles plasmaticos, estaran corregidos respecto al Htc.

*%

70+ *% |
604 | I
504

404
N |nicial

% Htc

30+
Final

204
104

0-
No entrenados Entrenados

Grafica 9. Modificaciones del Hematocrito (Htc) en el test de esfuerzo estable.
(** p< 0,001 en comparacion “inicial” y “final”).

Los cambios producidos en la prueba de esfuerzo submaxima son similares a los
de la prueba maxima, con aumentos significativos de la tasa de hematocrito en ambos
grupos experimentales (p<0,001), sin diferencias significativas entre ambos, aunque con
niveles mas elevados en sujetos “no entrenados”, posiblemente debido al mayor estrés
que les supone este esfuerzo, mayor produccién de energia, mayor produccién de calor,

y en definitiva, menores adaptaciones a esfuerzos de esta intensidad.

Al igual que ocurre con el hematocrito, para la correccién de los datos obtenidos en
eritrocitos, hemos observado la modifcacion experimentada por la Hemoglobina, de forma
que podamos interpretar correctamente los parametros eritrocitarios. En la grafica 10
mostramos las modificaciénes observadas en Hemoglobina (Hb), en sujetos entrenados,
durante ambos esfuerzos. Por cuestiones experimentales no disponemos de la Hb en

sujetos “no entrenados”.
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**

B |nicial

g/dL
N

94 Final

Maxima Estable

Grafica 10. Modificaciones de la Hemoglobina (Hb) en el test de esfuerzo maximo y estable en
sujetos entrenados. (** p< 0,001 en comparacion “inicial” y “final”).

Las modificaciones sufridas por la Hb son similares en ambos pruebas, siendo es-
tadisiticamente significativas (p<0,001) antes y después del esfuerzo, y sin diferencias

entre los 2 situaciones experimentales.

Estas modificaciones deben ser tenidas en cuenta a la hora de interpretar los datos

obtenidos en los parametros eritrocitarios.

El primer parametro de estrés que vamos a analizar, que hace referencia a la inten-
sidad de ejercicio planteado, es el lactato. En las graficas 11 y 12, mostramos las modifi-
caciones sufridas por este parametro, tanto en la prueba de esfuerzo maximo, como en

estado estable, y tanto en sujetos “entrenados”, como en “no entrenados”.

En la prueba de esfuerzo maxima podemos observar niveles significativamente mas
elevados en ambos grupos, después de la actividad (p<0,001), respecto a los valores de
reposo. El grupo de “entrenados” alcanzé niveles mayores de lactato tras la prueba, con
diferencias significativas respecto al grupo de “no entrenados”, lo que podria estar direc-
tamente relacionado con la mayor carga soportada, mayor frecuencia cardiaca alcanzada

y tiempo hasta la extenuacion.
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N |nicial

mmol/L
»
[

4 Final

No entrenados Entrenados

Gréfica 11. Modificaciones del lactato plasmatico en el test de esfuerzo maximo.
(*p<0,05 en comparacién “no entrenados” y “entrenados”; ** p< 0,01 en comparacion “inicial” y
“final”).

8- *%* **

7- |

N |nicial

mmol/L
T

31 Final

No entrenados Entrenados

Gréfica 12. Modificaciones del lactato plasmatico en el test de esfuerzo estable.
(** p< 0,01 en comparacion “inicial” y “final”).

En la figura 12, se muestran los niveles de lactato plasmatico obtenidos en la prue-
ba de esfuerzo de estado estable, Observamos, en ambos grupos, incrementos respecto
a los valores de reposo estadisticamente significativos (p<0,001), a pesar que en los
sujetos entrenados se partia con niveles de reposos inferiores. Los valores de lactato

finales estaban muy proximos a 4 mmol/L.
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La intensidad del ejercicio, en torno a un 80% del VO, maximo, muy préximo al um-
bral anaerébico, y la duracién de la actividad (30 minutos), podria explicar el incremento
de los niveles de lactato tras el esfuerzo, puesto que es una zona en la que existe un
equilibrio entre la produccién y el aclaramiento del mismo, muy cerca de la zona de acu-
mulacion. Quiza, a esa intensidad de esfuerzo, la duracion seria determinante para al-

canzar la zona de acumulacién de lactato.

Por circunstancias experimentales, no disponemos de los valores de lactato eritroci-

tarios en sujetos entrenados.

4.2.2 Peroxidacion lipidica

4.2.2.1 Malondialdehido

En las graficas 13 a 16, mostramos los valores obtenidos en MDA plasmatico en su-
jetos “no entrenados” y sujetos “entrenados”, tanto en la prueba de esfuerzo maxima
como en la de estado estable, asi como los valores de MDA eritrocitario en sujetos “en-

trenados”, y las diferencias existentes con el plasma.

= B |nicial

Final

No entrenados Entrenados

Grafica 13. Modificaciones del MDA plasmatico en el test de esfuerzo maximo.
(* p< 0,05, en comparacion “inicial” y “final”).

Observamos como en ambos grupos se produce un incremento en los niveles de

MDA plasmatico, estadisticamente significativo (p<0,05), tras las realizacion del esfuerzo
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hasta el agotamiento. Los niveles y los cambios producidos en el grupo de “entrenados”
fueron ligeramente superiores que en el grupo de “no entrenados”, sin llegar a ser esta-

disticamente significativa esta diferencia.

3 B |nicial

Final

No entrenados Entrenados

Gréfica 14. Modificaciones del MDA plasmatico en el test de esfuerzo estable.

En la prueba de esfuerzo submaxima, observamos cambios similares en ambos
grupos, produciéndose un ligero aumento en los niveles de MDA, cambio que no alcanzé
la significacién estadistica en ninguno de los 2 grupos. Si observamos en la figura 14, los
niveles basales de MDA en sujetos “no entrenados”, son mayores que en la prueba
maxima, quiza debido a que el tiempo que transcurrié entre la ambas pruebas no fue
suficiente para volver a valores basales. Sin embargo, en sujetos “entrenados”, los nive-

les basales en las pruebas de esfuerzo eran similares.

En la gréfica 15 presentamos los resultados obtenidos en MDA eritrocitario en
ambas pruebas de esfuerzo, en sujetos entrenados. En el esfuerzo hasta el agotamiento
se produjo un incremento significativo tras el esfuerzo (p<0,05), mientras que en la prue-
ba submaxima practicamente no se produjeron cambios al finalizar la prueba, observando
una tendencia al incremento, no encontrando diferencias estadisticamente significativas

en ningun caso.
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Grafica 15. Niveles de MDA eritrocitario en el test de esfuerzo maximo y estable en sujetos entre-
nados. (* p< 0,05, en comparacion “inicial” y “final’).

4.2.3 Sistemas antioxidantes no enzimaticos

Los resultados que a continuacion expresamos hacen referencia a los sistemas
antioxidantes no enzimaticos, tanto hidrosolubles (vitamina C), como liposolubles (vitami-

na E, A), expresados en ug /mL.

4.2.3.1 Vitamina C

A continuaciéon mostramos los resultados obtenidos en vitamina C plasmatica, en
la prueba esfuerzo maximo y estable, en sujetos “entrenados” y “no entrenados”, asi

como los obtenidos en eritrocitos en sujetos “entrenados”, en ambas situaciones de es-
fuerzo.
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Gréfica 17. Modificaciones de Vitamina C plasmatica en el test de esfuerzo maximo.
(* p< 0,05, en comparacion “inicial” y “final’).

En ambos grupos se produjo un incremento en vitamina C plasmatica, siendo ma-
yores los valores obtenidos en sujetos “no entrenados”, tanto antes como después del
ejercicio. Ademas, el incremento después del esfuerzo también fue superior en sujetos

“no entrenados” (p<0,05).

Los cambios producidos en la vitamina C plasmatica en la prueba de esfuerzo esta-
ble se muestran en la grafica 18. Podemos observar un descenso en los niveles plasma-
ticos de esta vitamina en sujetos “no entrenados”, mientras que en el grupo de “entrena-
dos” observamos, al igual que en la prueba de esfuerzo maxima una pequena elevacion

tras la realizacion del esfuerzo.

Ninguno de los cambios observados fue estadisiticamente significativo. Igualmente
podemos observar los menores niveles plasmaticos de vitamina C en sujetos “entrena-

dos”, comparados con sujetos “no entrenados”, tanto antes como después de la actividad.
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Gréfica 18. Modificaciones de Vitamina C plasmatica en el test de esfuerzo estable.

En la grafica 19, se muestran los valores obtenidos en eritrocitos, en sujetos en-
trenados, tras la realizacion de ambos esfuerzos. Podemos observar, a diferencia de lo
que ocurria en plasma, como los niveles en eritrocito caen tras el esfuerzo, siendo una

caida estadisticamente significativa (p<0,05).

Si observamos los cambios producidos en la prueba de esfuerzo submaxima, no
existen apenas modificaciones entre antes y después de la prueba. Una ligera tendencia

al descenso sin llegar a ser estadisticamente significativa.

1754
150+
125+
1004

75 I |nicial

ng/g Hb

Final
504

254

0-
maxima estable

Grafica 19. Niveles de vitamina C eritrocitaria en el test de esfuerzo maximo y estable en sujetos
entrenados. (* p< 0,05, en comparacion “inicial” y “final’) .
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4.2.3.2 Vitamina E

En las gréficas 20 a 22 mostramos los resultados obtenidos en Vitamina E, anti-
oxidante soluble en medios lipidicos, y su comportamiento relacionado con el tipo de
esfuerzo sometido a los sujetos, tanto “entrenados” como “no entrenados”. Por otra parte,

observamos tambien los resultados obtenidos en eritrocitos en el grupo de “entrenados”.

“ | T

3 Inicial

2= Final
14 | |

7 - 1 o

pg/mL
T

No entrenados Entrenados

Grafica 20. Modificaciones de Vitamina E plasmatica en el test de esfuerzo maximo.
(* p< 0,05, en comparacion “inicial” y “final”).

Podemos observar, en el esfuerzo maximo, como se produjo un descenso en los
niveles de vitamina E, en ambos grupos, siendo estadisticamente significativo en el grupo
de “no entrenados” (p<0,05). También podemos ver como los niveles plasmaticos de esta

sustancia son marcadamente superiores en el grupo de “entrenados”.
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Gréfica 21. Modificaciones de Vitamina E plasmatica en el test de esfuerzo estable.
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En la prueba de esfuerzo estable, observamos como en ambos grupos se produjo
un descenso en los niveles de vitamina E tras el esfuerzo, siendo mayor el descenso en
los sujetos “entrenados”. Por otro lado, éstos presentaban niveles plasmaticos mas ele-

vados de esta vitamina.

En la gréfica 22 mostramos los valores obtenidos en vitamina E en eritoricito en
ambas pruebas de esfuerzo. ElI comportamiento de la vitamina E, en sujetos “entrena-
dos”, en eritrocito fue similar al plasma. En ambos esfuerzos se produjo un descenso en
los niveles de vitamina E, no llegando a ser estadisticamente significativo en ninguno de
ellos. En cualquier caso, podemos observar un mayor descenso en esta vitamina tras el

esfuerzo hasta el agotamiento que en la prueba submaxima de mayor duracion.
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Gréfica 22. Niveles de vitamina E eritrocitaria en el test de esfuerzo maximo y estable en sujetos
entrenados.

4.2.3.3 Vitamina A

En las graficas 23 a 25 mostramos los resultados obtenidos en Vitamina A, anti-
oxidante soluble en medios lipidicos, como la vitamina E, y su comportamiento relaciona-
do con el tipo de esfuerzo sometido a los sujetos, tanto “entrenados” como “no entrena-
dos”. Por otra parte, observamos tambien los resultados obtenidos en eritrocitos en el

grupo de “entrenados”.
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Gréfica 23. Modificaciones de Vitamina A plasmatica en el test de esfuerzo maximo.

Los cambios plasmaticos producidos en esta sustancia, tanto en el grupo de “en-
trenados” como en el de “no entrenados” fue similar. En ambos grupos se produjo un
incremento de los niveles tras el esfuerzo hasta el agotamiento, no llegando a ser esta-
disticamente significativa dicha modificacion. Respecto a los niveles obtenidos, observa-
mos que el grupo de “entrenados” presentaba niveles mayores de esta vitamina a nivel

plasmatico.
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Gréfica 24. Modificaciones de Vitamina A plasmatica en el test de esfuerzo estable.

En la prueba de esfuerzo submaximo, de estado estable, los cambios observados
en vitamina A fueron diferentes a la prueba de esfuerzo maximo. En este sentido, en

ambos grupos observamos un descenso de la misma tras la realizacion del esfuerzo, sin
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llegar a ser estadisticamente significativo. Los niveles basales observados en el grupo de
“entrenados” son superiores a los niveles del grupo de “no entrenados”. Sin embargo, al
final del esfuerzo, ambos grupos presentaban datos muy similares. El mayor descenso se

produjo en el grupo de “entrenados”.

En la grafica 25 se muestran las modificaciones sufridas por la vitamina A, en eri-
trocitos, en sujetos entrenados, tras el esfuerzo maximo y submaximo. Tal y como vemos,
en ambos esfuerzos se produce un descenso en los niveles eritrocitarios de esta sustan-
cia, siendo mas acentuado, tal y como ocurria con la vitamina E, en el esfuerzo de mayor

intensidad.
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Grafica 25. Niveles de vitamina A eritrocitaria en el test de esfuerzo maximo y estable en sujetos
entrenados.
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4.3 VALORACION DE HORMONAS ESTEROIDEAS EN ORINA

Los resultados que vamos a mostrar a continuacién, corresponden al grupo de

sujetos entrenados, sometidos a esfuerzos diferentes, en laboratorio. Las orinas recogi-

das antes y después del esfuerzo muestran las modificaciones obtenidas en los diferen-

tes parametros hormonales que iremos analizando uno a uno. Los esfuerzos realizados

por los sujetos son los siguientes:

Esfuerzo maximo: pruebas de laboratorio ergoespirométricas, incremental
hasta el agotamiento.
Esfuerzo estable: pruebas de laboratorio de estado estable al 80% del VO,

max.

Mostraremos los resultados de los siguientes parametros:

Androgenos testiculares: testosterona, epitestosterona, androsterona, etio-
colanolona, DHT y andrégenos testiculares totales.

Andrégenos suprarrenales: DHEA, androstenodiona y andrégenos surpra-
rrenales totales

Corticosteroides: tetrahidrocortisona, tetrahidrocortisol, cortisona y cortisol.
Estrégenos: B-estradiol y estrona

Relacion anabolismo/catabolismo: relaciones andrégenos testicula-
res/corticosteroides y andrégenos suprarrenales/corticosteroides.

Actividad enzimatica y aromatizacion: etiocolanolona/androsterona,
DHT/Testosterona, androstenodiona/testosterona, estro-

na/androstenodiona, B-estradiol/testosterona.

Los valores estan expresados en ng esteroide/mg creatinina.
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4.3.1 Valoracion de andrégenos testiculares

En las graficas 26 a 29, presentamos los resultados obtenidos en andrégenos tes-

ticulares, tanto en la prueba de esfuerzo maxima como en la de estado estable.

En la grafica 26 podemos observar los cambios encontrados en testosterona, epi-
testosterona y DHT, encontrando descensos en todos los valores una vez referidos a la

creatinina, alcanzando la significacion estadistica en el caso de la testosterona.
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Grafica 26. Niveles de testosterona, epitestosterona y DHT en el test de esfuerzo maximo. (* p<
0,05 en comparacioén ‘inicial” y “final”).

En la siguiente grafica se presentan los niveles de androsterona, etiocolanolona y
andrégenos testiculares totales, antes y después de la prueba de esfuerzo maxima. Tras
la realizacion del esfuerzo, descienden los niveles de todos los parametros, de forma que
llegan a ser estadisticamente significativos en el caso de la androsterona y los androge-

nos testiculares totales (p<0,05).
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Grafica 27. Niveles de androsterona, etiocolanolona, y andrégenos testiculares totales (ATT) en el
test de esfuerzo maximo. (* p< 0,05 en comparacioén ‘“inicial” y “final”).

Con respecto a la prueba de esfuerzo estable, los datos encontrados muestran
también descensos en todos los valores, tal y como se muestra en las graficas 28 y 29,

sin llegar a ser estadisticamente significativos.
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Grafica 28. Niveles de testosterona, epitestosterona y DHT en el test de esfuerzo estable.
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Grafica 29. Niveles de androsterona, etiocolanolona, y andrégenos testiculares totales (ATT) en el
test de esfuerzo estable.

Un aspecto importante a destacar son los valores iniciales encontrados en la
prueba de esfuerzo submaxima. Observamos como todos los valores son superiores a
los valores basales obtenidos en la prueba de esfuerzo maxima, pero en general, pode-
mos observar como existen descensos en los niveles urinarios de andrégenos testicula-
res tras la realizacion de un esfuerzo de caracter maximo asi como de caracter submaxi-
mo al 80% del VO, maximo, siendo mas acentuados en la prueba de esfuerzo maxima
hasta el agotamiento, quiza debido a la intensidad del esfuerzo, aunque analizaremos

mas estas modificaciones en el apartado de discusion.

4.3.2 Valoracion de andrégenos suprarrenales

A continuacién presentamos los datos obtenidos en los niveles de andrégenos su-
prarrenales tras la realizacién de un esfuerzo maximo hasta el agotamiento y otro de

caracter submaximo, con valores expresado en ng esteroide/mg creatinina.

En este sentido, en la grafica 30 encontramos los valores obtenidos en DHEA, an-
drostenodiona y andrégenos suprarrenales totales tras la realizacion del esfuerzo maxi-
mo. Como podemos observar, existe un descenso en todos los parametros, exisitnedo

diferencias significativas en androstenodiona y andrégenos suprarrenales totales.

-111-



Tesis Doctoral Resultados

© - *
£ 400
c
.‘g
o 3004
}
(8]
(=]
% 2004 I |nicial
E ESW Final
(o] *
5 100- I—l
il
[7}]
Q
g  o-
DHEA androstenodiona AST

Grafica 30. Niveles de DHEA, androstenodiona y andrégenos suprarrenales totales (AST) en el
test de esfuerzo maximo. (* p< 0,05 en comparacion “inicial” y “final’).

En la grafica 31 se muestran las modificaciones obtenidas en DHEA, androsteno-
diona y en androgenos suprarrenales totales en la prueba submaxima, encontrando
descensos después de la realizacion del ejercicio. El descenso obtenido en androsteno-
diona alcanzo la significacion estadisitica, asi como en andrégenos suprarrenales totales.

Los cambios obtenidos en DHEA son algo mas acusados que en la prueba maxima.
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Gréfica 31. Niveles de DHEA, androstenodiona y andrégenos suprarrenales totales (AST) en el
test de esfuerzo estable. (* p< 0,05 en comparacion “inicial” y “final’).

Podemos observar, en este caso, como los valores iniciales de la prueba sub-
maxima son similares a los obtenidos en la prueba de esfuerzo maxima, aunque estos

datos los analizaremos en el apartado de discusion
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4.3.3 Valoracion de corticosteroides

Los resultados obtenidos en corticosteroides, tanto en la prueba maxima como en
la de estado estable, se muestran en las graficas 32 a 36. Los resultados son expresados
en ng esteroide/mg creatinina, y hacen referencia a los siguientes parametros:

- Tetrahidrocortisona: THC
- Tetrahidrocortisol: THCol
- Cortisona

- Cortisol

- Corticosteroides totales (CT)

Observamos en la grafica 32, los cambios producidos en THC y THCol en la prue-
ba de esfuerzo maxima. Los niveles de THC aumentan tras el esfuerzo, mientras que los

de THCol descienden, sin llegar a la significacién estadistica en ninguno de los casos.
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Grafica 32. Niveles de THC y THCol en el test de esfuerzo maximo.

A continuacion (grafica 33), encontramos una tendencia similar de los parametros
de cortisona y cortisol, cuyos niveles descienden en orina tras la realizacion del esfuerzo,
no encontrando cambios significativos en estas modificaciones. Cabe destacar que los
descensos encontrados son bastante inferiores a los obtenidos en androégenos, tanto

testiculares como suprarrenales.
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Grafica 33. Niveles de cortisona y cortisol en el test de esfuerzo maximo.

En las siguientes graficas (34 y 35) presentamos los valores obtenidos en THC,

THCol, cortisona y cortisol en la prueba submaxima al 80% del VO, maximo.
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Gréfica 34. Niveles de THC y THCol en el esfuerzo estable.

Como podemos ver, se produce un descenso en los niveles de THC y THCol tras
la prueba submaxima, cercanos a la significacion estadistica, pero sin llegar a ella en

ninguno de los casos.

Las modificaciones observadas en cortisona siguen la misma tendencia que los
parametros anteriores, mientras que los niveles de cortisol permanecen practicamente
invariables tras la realizacién de 30 minutos de esfuerzo por debajo de umbral anaerdbi-
co. Los niveles basales de cortisona y cortisol en la prueba submaxima son mayores que

los niveles inicials encontrados en la prueba de esfuerzo maxima.
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Grafica 35. Niveles de cortisona y cortisol en el test de esfuerzo estable.

A continuacion se observan los cambios obtenidos en los niveles de corticosteroi-

des totales, tanto en la prueba de esfuerzo incremental maxima como en la prueba al

80% del VO, maximo. En ambos casos observamos descensos en los niveles urinarios

de corticosteriodes totales, siendo mas acentuada la caida en el caso del esfuerzo sub-

maximo (grafica 36).
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Gréfica 36. Niveles de corticosteroides totales (CT) en el test de esfuerzo maximo y estable.

4.3.4 Valoracion de estrégenos

En las siguientes graficas presentamos los resultados obtenidos en p—estradiol y

en estrona, antes y después de realizar los diferentes esfuerzos planteados.
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En este sentido, en la prueba de esfuerzo de caracter maximo, hasta el agota-
miento, encontramos respuestas diferentes de ambos parametros, observando elevacio-
nes en B—estradiol y descensos en estrona (grafica 37), sin llegar a la significacion esta-

distica.
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Grafica 37. Niveles de B-estradiol y estrona en el test de esfuerzo maximo.

Por su parte, en la prueba de esfuerzo submaxima, encontramos la misma ten-
dencia en cada uno de los parametros, tal y como aparece reflejado en la grafica 38. En

ninguno de los casos, el descenso es estadisticamente significativo.
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Gréfica 38. Niveles de (-estradiol y estrona en el test de esfuerzo estable.
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4.3.5

tica

Relaciones anabolismo / catabolismo y actividad enzima-

A continuacion presentamos las relaciones establecidas para determinar el grado

de anabolismo y catabolismo que provocan los diferentes tipos de esfuerzos, asi como la

actividad de determinadas enzimas relacionadas con la conversion de andrégenos a

estrégenos.

En este sentido, presentamos las siguientes relaciones:

Relaciones andrégenos testiculares totales / corticosteroides totales y an-
drégenos suprarrenales totales / corticosteroides totales, para determinar
gué marcador es mas adecuado para establecer el grado de anabolismo o
catabolismo que genera el esfuerzo.

Relaciones T/THC, T/THCol, DHEA/THC y DHEA/THCol, para determinar
grado de anabolismo / catabolismo, con diferentes origenes en los andro-
genos.

Actividad de la enzima 5 a — reductasa: mediante las relaciones entre los
metabolitos de la testosterona, como son la etiocolanolona / androsterona,
asi como la relacion DHT / T, acciones catalizadas por dicha enzima (Poor
et al., 2002).

Aromatizacion, mediante las relaciones estrona /androstenodiona, y B-
estradiol / T, reacciones de conversion en las que intervienen las aromata-

Sas.

-117-



Tesis Doctoral Resultados

4- Maxima Estable
3-
E
5 2+ B |nicial
€ Final
1 -
0-

ATT/CT ATT/CT

Gréfica 39. Relacién andrégenos testiculares totales / corticosteroides totales en el test de esfuer-
Zo0 méaximo y estable.
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Gréfica 40. Relacén andrégenos suprarrenales totales / corticosteroides totales en el test de
esfuerzo maximo y estable.

En las graficas 39 y 40 observamos los diferentes comportamientos de la relacion
existente entre los andrégenos testiculares y suprarrenales con respecto a los corticoste-
roides. Estas relaciones nos muestran el estado de anabolismo o catabolismo que pro-
voca el ejercicio planteado, de forma que los resultados muestran que la prueba de es-
fuerzo maxima provoca un mayor grado de catabolismo debido al descenso producido en
dicha relaciéon. En este sentido, los niveles de andrégenos descienden en mayor medida
que los de corticosteroides, por lo que la relacion entre ambos desciende, siendo mas
acentuado este descenso cuando comparamos los andrégenos suprarrenales y corticos-
teroides. Por su parte, en la prueba de esfuerzo submaxima observamos un incremento

en esta relacidén en el caso de los androgenos testiculares totales y los corticosteroides,
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sin llegar a ser estadisticamente significativa, y un descenso en el caso de andrégenos
suprarrenales y corticosteroides que tienden a responder de una forma mas constante
entre ellos, posiblemente debido a su origen, siendo este descenso menos importante
que en la prueba maxima. Los niveles iniciales en la prueba de esfuerzo submaxima son
superiores tambien a los de la prueba maxima, de forma que la mayor caida en la rela-
cion observada en la prueba estable es debida fundamentalemente al descenso ocurrido
en los metabolitos del cortisol y cortisona, que provocan un mayor descenso en la rela-

cion.

Igualmente, en las graficas siguientes aparecen las relaciones entre el principal
andrégenos testicular, como es la testosterona, y suprarrenal, como la DHEA, y los meta-
bolitos de la cortisona y el cortisol, como son la Tetrahidrocortisona (THC) y el Tetrahi-
drocortisol (THCol).
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Gréfica 41. Relacion T/THC en el test de esfuerzo maximo y estable.
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Grafica 42. Relacion T/THCol en el test de esfuerzo maximo y estable.

En las graficas 41 y 42 encontramos los resultados que relacionan la T con THC y
THCol, observando una tendencia similar a la encontrada en los andrégenos y corticoste-
roides totales, es decir, en la prueba de esfuerzo maxima encontramos un descenso en la
relacién, que indica un mayor estrés o actividad catabdlica, mientras que en la prueba de
esfuerzo de estado estable al 80% del VO, maximo observamos un incremento en la
relacion, que implican una mayor actividad anabdlica o una menor actividad catabdlica.
En cualquier caso, no hemos encontrado una relacién estadisticamente significativa en

ninguna tendencia de los parametros.

Por su parte, la relacién entre la DHEA y los corticosteroides aparece reflejada en
las graficas 43 y 44. Al tener un mismo origen, hemos podido observar como la tendencia
de los resultados parece ser la misma segun el tipo de esfuerzo y el metabolito analizado.
De esta forma, parece ser que en los esfuerzos de alta intensidad hasta el agotamiento,
existe una mayor respuesta de la THC, la cual provoca que incremente la actividad cata-
bolica del organismo, mientras que en el esfuerzo submaximo, parece ser que afecta mas
a los niveles de THCol provocando un descenso en la relacion. En cualquier caso, existen

diferencias significativas en todos los casos (p<0,05).
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Grafica 43. Relacion DHEA/THC en el test de esfuerzo maximo y estable.
(* p< 0,05 en comparacioén “inicial” y “final”).
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Grafica 44. Relacion DHEA/THCol en el test de esfuerzo maximo y estable.
(* p< 0,05 en comparacion “inicial” y “final”).

Por otra parte, la actividad enzimatica relacionada con la 5 a-reductasa, la deter-
minamos a partir de la relacion existente entre los metabolitos urinarios de la testostero-

na, como son la etiocolanolona y la androsterona, asi como con la relacion DHT / T.

En la gréfica 45 presentamos la relacion entre los metabolitos de la testosterona,
tanto en la prueba de esfuerzo maxima como en la submaxima al 80% del VO, maximo.
En ella encontramos como en ambos casos, la tendencia es al incremento de la relacion,
en este caso por dos motivos diferentes. En la prueba de esfuerzo maximo, ambos meta-
bolitos sufren un descenso, siendo mas acentuado el descenso de la androsterona, mien-

tras que en la prueba de estado estable, el aumento en la relacion es debido a un des-
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censo en la androsterona, mientras que la etiocolanolona permanece practicamente
invariable.
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Grafica 45. Relacion etiocolanolona / androsterona en el test de esfuerzo maximo y estable.

Por otra parte, la relacion existente entre la DHT y la T parece diferente en funcién
del tipo de esfuerzo realizado. En este sentido, en la prueba de esfuerzo maxima, la
relacién entre ambas tiende a subir, aunque este ascenso es debido fundamentalmente a
un mayor descenso en los niveles de testosterona tras la realizacion del esfuerzo. De

forma similar ocurre durante la prueba de esfuerzo submaxima de estado estable.

252 Maxima Estable
2.0
- 1.51
g N |nicial
nicia
2 1.0- , _
Final
0.54
0.0-

DHT/T DHT/T

Grafica 46. Ratio DHT / T en el test de esfuerzo maximo y estable.

Por ultimo, la actividad de las aromatasas la podemos observar por el grado de

transformacion de andrégenos a estrogenos. De esta forma, en las graficas 47 y 48 pre-
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sentamos los resultados obtenidos en la relacién entre androstenodiona y estrona, y entre

testosterona y B-estradiol.

3- Maxima Estable
2-
.|
£ .
B’ 3 Inicial
c | |
14 E==1 Final
0-
Estrona/Andros Estrona/Andros

Grafica 47. Ratio estrona /androstenodiona en el test de esfuerzo maximo y estable.
(* p< 0,05 en comparacion “inicial” y “final”).

Con respecto a la relacién estrona/androstenodiona, en ambas pruebas de es-
fuerzo observamos un descenso en la ratio, siendo estadisticamente significativo en la
prueba de esfuerzo submaxima (p<0,05). En la prueba de esfuerzo maxima, se produce

un descenso en ambos parametros, aunque es mas importante en el caso de la estrona.

0.06- Maxima Estable

0.054
0.044

0.03- === Inicial

ng/mL

0.024 E==J Final

0.01-

0.00-

B-est/T B-est/T

Gréfica 48. Ratio - estradiol / T en el test de esfuerzo maximo y estable.

Por ultimo, en la grafica 48 observamos la relacion entre la testosterona y el 3-

estradiol, observando comportamientos similares en ambos tipos de esfuerzo realizado.
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En ambas pruebas de esfuerzo se produce un incremento en la ratio, relacionado
con un incremento en los niveles de B- estradiol y un descenso en los niveles de testoste-
rona, siendo mayor el incremento en la prueba de esfuerzo incremental maxima, debido a

los mayores cambios en ambos parametros.
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5 DISCUSION

5.1 VALORACION DEL RENDIMIENTO FiSICO

5.1.1 Valoracién de la prueba maxima

La diferencia existente entre los dos grupos de esfuerzo queda reflejada en todos
los parametros ergoespirométricos. El grupo de “entrenados” fue capaz de movilizar
mayor potencia y tiempo de trabajo, asi como alcanzar mayores niveles de VO, maximo.
Ademas de las diferencias en cuanto a composicién corporal, donde los sujetos entrena-

dos presentaban menores porcentajes de grasa corporal.

El menor cociente respiratorio mostrado por el grupo de “entrenados”, podria indi-
carnos una mayor utilizacién del metabolismo lipidico en intensidades submaximas, de
forma que existan mayores reservas de glucégeno en los momentos de mayor intensidad
de esfuerzo, y puedan obtener asi un alto rendimiento. Esta caracteristica supone algu-
nas de las adaptaciones del organismo al entrenamiento de resistencia (Wilmore & Cos-
till, 1998).

5.1.2 Valoracion de la prueba en estado estable

Los resultados obtenidos en los parametros ergoespirométricos en la prueba de
esfuerzo submaxima (75-80% de VO, max), muestran claramente las diferencias existen-

tes en cuanto a la eficacia del sistema aerébico entre uno y otro grupo.

En primer lugar, observamos una inestabilidad en la pendiente de la curva de la
frecuencia cardiaca en el grupo de los “no entrenados”, que podria indicarnos una menor
capacidad de aguantar una misma intensidad de esfuerzo durante un tiempo prolongado,
a diferencia del grupo de “entrenados”, donde la curva es mucho mas constante, que
podrian ser debido a su mayor eficiencia del sistema aerdbico a intensidades submaxi-

mas de esfuerzo.
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En algunos casos, los sujetos “no entrenados” acabaron la prueba por encima del
umbral anaerébico. Otra diferencia destacable en ambos grupos, fue la recuperacion, ya
gque podemos observar como el grupo de “entrenados” alcanzé valores practicamente
basales después de 3 minutos de finalizar el esfuerzo, aspecto éste que no ocurrié en el
grupo de “no entrenados”, cuya FC permanecié mas elevada durante un tiempo mayor, lo

cual podria indicarnos una peor capacidad de recuperacién de éste ultimo grupo.

Los sujetos “entrenados” presentaban un mayor VO, y VCO, que el grupo de “no
entrenados”, aunque existia una mayor diferencia en el parametro de consumo de oxige-
no que en el de didéxido de carbono, es decir, que el estado metabdlico en ambos grupos
era mas anaerébico en el grupo de “no entrenados”, a un mismo % de VO, max. Esta
diferencia existente muestra las adaptaciones que ocurren con el entrenamiento de resis-

tencia, caracteristicas del grupo de “entrenados” (Wilmore & Costill, 1998).

Es destacable, como tras 3 minutos de finalizar el esfuerzo, los sujetos “entrena-
dos” presentaban niveles de CO, inferiores al grupo de los “no entrenados”, lo que podria
indicarnos un esfuerzo soportado mas liviano que el grupo de “no entrenados”, que man-
tenia este parametro alterado durante mas tiempo, indicando una peor recuperacién a

este tipo de actividad, y un mayor tiempo de eliminacion de productos de desecho.

Muy relacionado con estos parametros, podemos observar el mayor cociente res-
piratorio (RER) del grupo de “no entrenados”. La menor diferencia entre VO, y VCO, en
este grupo provocod un RER mayor, que podria indicarnos la mayor utilizacion de hidratos
de carbono por parte de estos sujetos. El grupo de “entrenados” estuvo durante toda la
prueba con valores de RER por debajo de 1, y por tanto, mayor utilizacién de los acidos
grasos como combustible para obtener energia, reservando asi el glucégeno para inten-
sidad mas altas de esfuerzo, siendo ésta una adaptacion caracteristica de los sujetos

entrenados en resistencia (Galindo, 2000).

En los resultados obtenidos en la prueba submaxima podemos destacar tambien
la frecuencia respiratoria, en la que observamos como al finalizar la prueba, el grupo de
“no entrenados” incrementé el numero de respiraciones por minuto, que es indicativo de
un cambio metabdlico, que podria indicar un predominio en los minutos finales del meta-

bolismo glucolitico, con mayor produccion de lactato.
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Esta respuesta es caracteristica de los sujetos poco entrenados, cuyo sistema ae-
rébico esta poco desarrollado, y rapidamente utilizan el sistema anaerébico para la ob-
tencion de energia de forma mas inmediata. Este parametro, junto con la mayor produc-

cion de VCO, observada, nos confirma este hecho (Wilmore & Costill, 1998).

5.2 VALORACION DEL ESTRES OXIDATIVO Y SISTEMAS
ANTIOXIDANTES

Los principales condicionantes que influyen en la produccion de radicales libres
durante la actividad fisica son la duracién del ejercicio (Mastaloudis et al., 2001) y sobre
todo la intensidad del mismo (Lovlin et al., 1987; McBride et al., 1998). Por ello a la hora
de valorar el estrés oxidativo y la respuesta antioxidante lo haremos separando las prue-
bas maximas donde prima la intensidad, frente a las pruebas estables donde prima la
duracion. Por otro lado, compararemos las diferencias existentes segun el grado de en-

trenamiento de los sujetos, y como éste afecta a la respuesta antioxidante del organismo.

52.1 Hemoconcentracion y valoracién del lactato y hemoglobi-

na

Las modificaciones sufridas por el Hematocrito (Htc) y la Hemoglobina (hb) van a
afectar a los demas parametros obtenidos tras la realizacién de las diferentes pruebas de
esfuerzo, siendo de suma importancia la correccion de los mismos respecto a estas
variaciones del Htc y Hb. Algunos estudios resaltan la importancia de la correccién de los

datos con los cambios producidos en estos parametros (Surmen-Gur et al., 1999).

Podemos observar claramente, en ambos grupos, como tras la realizacion de la
pruebas de esfuerzo se produjo un aumento significativo en el Htc, como consecuencia
de la pérdida de volumen plasmatico con la actividad (p<0,001). En ambos tipos de ejer-
cicio, el grupo de “no entrenados” sufri6 un mayor aumento de este parametro que el
grupo de “entrenados”, quiza debido a la menor adaptacién a la actividad fisica, que
provoca una mayor produccion de calor y pérdida de volumen plasmatico (Wilmore &
Costill, 1998; Shing et al., 2007).

Al igual que ocurre con el Htc, la Hb sufrié las mismas variaciones tras la realiza-
cion del esfuerzo, aunque estos cambios eran muy similares en ambos grupos de esfuer-

zo sin diferencias entre ambos.

-142-



Tesis Doctoral Discusion

En lo referente a la produccién de lactato, hubo aumentos estadisticamente signi-
ficativos tras el ejercicio como era de esperar, siendo mas altos en los sujetos entrenados
pues también fueron capaces de desarrollar mas potencia. Ambos iniciaron las pruebas
maximas con valores muy similares, mientras que tras la realizaciéon de las mismas,
existia una diferencia significativa en cuanto a la produccién de lactato entre grupos
(p<0,05). La mayor carga movilizada y la mayor produccion de VCO, podrian estar rela-

cionadas con estos resultados (Surmen-Gur et al., 1999).

En la prueba de esfuerzo al 80% del VO, max, observamos cambios similares en
ambos grupos, no sobrepasando ninguno de ellos los 4 mmol/L establecido como zona
de umbral anaerdbico, a partir de la cual, la produccion y la acumulacion de lactato seria
mucho mayor, convirtiéndose el sistema glucolitico como el principal en la obtencién de

energia para realizar el esfuerzo (Lopez Chicharro, 1991).

5.2.2 Peroxidacion lipidica

Hemos podido observar como una prueba de esfuerzo de entre 12-15 minutos de
duracién produce un aumento en los marcadores de peroxidacion lipidica reflejado princi-
palmente por los aumentos estadisticamente significativos del MDA, tanto en el grupo de
“‘entrenados”, como en el de “no entrenados”, tal y como muestran gran cantidad de
estudios (Metin et al., 2003a; Metin et al., 2003b; Fatouros et al., 2004).

Probablemente la mayor concentracién de MDA alcanzada por los sujetos “entre-
nados” podia ser debida a una mayor utilizacién del metabolismo oxidativo, como mues-
tra el mayor VO, utilizado por este grupo de sujetos (Kostka et al., 1998), que derivaria en
una mayor produccion de anion superéxido, y por tanto, un mayor estrés oxidativo (Vani
et al., 1990; Shigenaga et al., 1994; Ashton et al., 1999). De igual forma, también podria
estar relacionado con una mayor seccién transversal de las fibras tipo | en este tipo de

sujetos (Morillas-Ruiz et al., 2005).

Si nos centramos en el grupo de entrenados, podemos observar como también se
produjo un incremento en el MDA en eritrocitos, estadisticamente significativo. Esto po-
dria ser debido a un incremento en la produccion de anién superéxido como consecuen-
cia de un mayor consumo de oxigeno por las células. Cabe destacar que no encontramos

diferencias significativas entre el MDA plasmatico y el eritrocitario.
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La prueba de estado estable, al 80% del VO, max, no provoco incrementos signifi-
cativos en la produccion de MDA, aunque si observamos pequefios aumentos en este
parametro, resultados que son corroborados por otros estudios (Clarkson & Thompson,
2000; Mastaloudis et al., 2001; Morillas-Ruiz et al., 2005). Quiza la actividad del sistema
antioxidante de los sujetos fue suficiente como para no producir incrementos significativos
en el MDA, por lo que puede ser que a estas intensidades y con esta duracion, exista un
equilibrio entre la produccién de radicales libres y la respuesta antioxidante organica.

Encotramos los mismos resultados en ambos grupos.

5.2.3 Respuesta antioxidante

La respuesta del organismo ante los procesos de produccion de radicales libres
ha sido observada mediante las modificaciones del sistema antioxidante no enzimatica
del organismo ante los diferentes esfuerzos planteados, y en ambos grupos experimenta-

les.

En cuanto a la vitamina C, antioxidante soluble en medio acuoso, existe una res-
puesta diferente segun el tipo de esfuerzo, el grupo experimental, y el analisis en plasma

o en eritrocito.

En la prueba incremental maxima encontramos un incremento estadisitcamente
significativo (p<0,05) en la respuesta plasmatica de este parametro, en ambos grupos, tal
y como encontramos también en numerosos estudios (Weiss et al., 1983; Santangelo et
al., 2003). Este fendmeno, segun algunos autores, podria ser debido a un incremento en
la actividad de la glandula suprarrenal, en la que existe un reservorio de vitamina C, y que
ha sido correlacionada positivamente con valores plasmaticos de cortisol tras el esfuerzo,
indicando una estimulacion de esta glandula ante las situaciones de estrés (Umegaki et
al., 2000).

También hemos observado una variabilidad en cuanto a los valores basales de la
vitamina C en las distintas pruebas lo cual puede ser debido al complejo metabolismo de
esta sustancia tras el ejercicio y entrenamiento (Shing et al., 2007), que puede disminuirla
y por tanto presentarnos valores dispares ante la aleatoriedad de las pruebas efectuadas

a los sujetos.
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En cuanto a la respuesta eritrocitaria en sujetos entrenados, de esta vitamina, en-
contramos un descenso estadisticamente significativo tras la prueba de esfuerzo maxima,
que algunos autores relacionan con la intensidad del ejercicio (Koz et al., 1992). Este
descenso podria ser debido a su utilizacién para combatir la produccién de radicales
libres, aunque no hemos encontrado estudios que hagan referencia a este suceso. Otra
explicacién podria ser la salida de la vitamina C al plasma, pues a nivel celular existe un
incremento en la actividad enzimatica antioxidante (Mena et al., 1991), que constituye la

primera barrera para combatir la produccién de ROS.

En la prueba de esfuerzo submaxima, encontramos un comportamiento diferentes
de la vitamina C. Mientras que en sujetos “no entrenados” se produjo un pequefo des-
censo de esta vitamina, en el grupo de “entrenados” los niveles de este parametro per-
manecieron practicamente constantes (Ramel et al., 2004b). Como bien pudimos obser-
var en los datos ergoespirométricos, el esfuerzo realizado por el grupo de “no entrena-
dos” parece que fue mayor que en “entrenados”. Por este motivo, es posible que existiera
una mayor produccion de anién superéxido (como muestran los incrementos de MDA tras
dicha prueba), de forma que se produjera una utilizacién de la vitamina C para combatir
esta produccion de radicales libres, tal y como muestran algunos estudios con suplemen-
tacion de vitamina C, que reduce los parametros de estrés oxidativo (Goldfarb et al.,
2005b). Sin embargo, en el grupo “entrenados”, su adaptacién a ese tipo de esfuerzos, no
provoco alteraciones en los niveles de vitamina C. En cualquier caso, no encontramos

diferencias significativas en ninguno de los 2 grupos.

Igualmente, pudimos observar como a nivel eritrocitario, el grupo de “entrenados”
no sufrié practicamente modificaciones en sus niveles de vitamina C, posiblemente por
las caracteristicas del esfuerzo realizado, y/o por una mayor adaptacién en sus enzimas
antioxidantes (Mena et al., 1991), existiendo un equilibrio entre la produccién y la neutra-
lizacion de ROS.

En cuanto a las vitaminas liposolubles, destacar los descensos obtenidos en vita-
mina E plasmatica, en la prueba de esfuerzo incremental maxima, siendo este descenso
estadisticamente significativo en el grupo de “no entrenados”, coincidiendo estos datos
con los encontrados en otros estudios (Ortenblad et al., 1997; Surmen-Gur et al., 1999;
Sacheck & Blumberg, 2001; Klapcinska et al., 2005).
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Los mayores niveles plasmaticos de esta vitamina encontrada en los sujetos “en-
trenados”, podria implicar adaptaciones al entrenamiento, tal y como muestras determi-
nados estudios, en los que la capacidad antioxidante de sujetos entrenados se encuentra
incrementada para frenar el ataque de la mayor produccion de radicales libres (Cazzola
et al., 2003; Metin et al., 2003a; Metin et al., 2003b). En este sentido, los niveles mas
elevados de MDA suponen una mayor utilizacién de esta sustancia por parte del grupo de

“entrenados”.

En este grupo, los niveles eritrocitarios también sufrieron un descenso, sin llegar a
la signifiacion estadisitica, y encontramos valores mas bajos de este parametro que en
plasma, ya que en el interior celular podrian actuar de forma mucho mas notoria las en-
zimas antioxidantes como la SOD, cuya actividad incrementa como consecuencia de la
produccion de anién superoéxido, y la utilizacion de esta vitamina seria menor (Marzatico
et al., 1997). En cualquier caso, el descenso podria ser atribuible a su actuaciéon cuando
otros sistemas antioxidantes no son capaces de neutralizar los radicales libres de oxige-

no responsables de la peroxidacion lipidica (Bowles et al., 1991).

En la prueba de esfuerzo al 80% encontramos idénticas modificaciones de la vi-
tamina E a nivel plasmatico, siendo mas acentuado el descenso en sujetos entrenados,
que podrian ser atribuidos a su utilizacién para combatir la peroxidacion lipidica (Sacheck
et al., 2003). De igual modo encontramos descensos en eritrocitos en sujetos entrenados,

sin llegar a la significacion estadistica.

Por ultimo, la vitamina A sufre diferentes modificaciones segun la intensidad y la

duracion del esfuerzo, asi como dependiendo del grado de entrenamiento de los sujetos.

En la prueba de esfuerzo maxima encontramos pequenas modificaciones en suje-
tos “no entrenados”, mientras que parece existir un ligero incremento de este parametro
en el grupo de “entrenados”, sin llegar a la significacion estadisitica en ninguno de los
casos, tal y como hemos observado en algun estudio, con periodos de esfuerzo de corta
duracién y gran intensidad (Baker et al., 2004). Igualmente, tal y como ocurria, con la
vitamina E, los niveles de este parametro son mucho mas elevados en “entrenados” que
en “no entrenados”, con el propdsito de combatir la produccién de ROS (Cazzola et al.,
2003).
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En sujetos entrenados, observamos en eritrocitos un comportamiento diferente de
esta vitamina. Hemos podido comprobar como se produjo un descenso en este parame-
tro, tras el esfuerzo maximo, quiza provocado por la salida de esta vitamina hacia el
exterior de la célula, tal y como ocurria con la vitamina C, provocando el incremento de
esta vitamina en plasma, puesto que a nivel celular, actuarian de forma mas importante
las enzimas antioxidantes. Quiza el mayor estrés oxidativo provocado en la prueba

maxima podria implicar esta tendencia de la vitamina a salir al exterior celular.

Por su parte, el esfuerzo mas liviano de la prueba estable, provocé descensos en
los niveles de vitamina A, en sujetos “no entrenados”, como en “entrenados” tanto en
plasma como en eritrocitos, sin alcanzar la significacién estadistica, debido probablemen-
te a su utilizacion en la neutralizacién de radicales libres de oxigeno, derivados de incre-

mento de VO, durante la prueba (Ramel et al., 2004b).

5.3 VALORACION DEL ESTRES SOBRE LAS HORMONAS
ESTEROIDEAS EN ORINA

La respuesta endocrina del organismo ante situaciones de estrés ha sido valorada
mediante la realizacion de dos tipos de actividades diferentes: una en la que prima la
intensidad del esfuerzo, con una duracion entre 12 y 15 minutos, y otra actividad donde
predomina el volumen, 30 minutos de esfuerzo, con una intensidad del 80% del VO,
maximo. Esta respuesta ha sido analizada en sujetos entrenados, para completar nuestro
modelo de estrés, una vez vista la respuesta antioxidante del organismo. En este sentido,
vamos a realizar una valoracién de los resultados obtenidos atendiendo a parametros
anabdlicos y catabdlicos, asi como la relacion entre ambos y la actividad enzimatica en el

proceso de transformacion de unos a otros.

5.3.1 Creatinina

En primer lugar, al igual que hemos llevado a cabo con los parametros sangui-
neos, hemos motrado los resultados realizando la correccion de los mismos respectos al
valor de creatinina, y expresado los datos en funcién de los niveles de ésta, ya que po-
demos obtener interpretaciones erréneas sin tener en cuenta este factor, debido a que
este parametro nos da informacién acerca de la dilucion de la orina, pues su excrecion
suele ser constante, si no existen alteraciones renales, tal y como muestran algunos
estudios (Bakonska-Pacon, 2006).
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En este sentido, hemos podido determinar la importancia de la utilizacion de este
parametro, pues la tendencia de los datos obtenidos ha cambiado en ocasiones cuando
hemos expresado el valor en relacion a la creatinina urinaria, lo cual ha cambiado la

interpretacion de los datos de manera considerable.

5.3.2 Andrégenos

Los niveles obtenidos en andrdogenos testiculares y suprarrenales en orina mues-

tran una tendencia al descenso de forma general.

En la prueba de esfuerzo maxima encontramos descensos significativos en andros-
terona, testosterona y en andrdégenos testiculares totales (p<0,05). Es de interés destacar
que antes de realizar la correccién de los datos con la creatinina aparecen incluso signifi-
caciones estadisticas en algunos parametros, que luego desaparecen al tener en cuenta
la diluciéon urinaria. Los datos obtenidos concuerdan con otros estudios, en los que expo-
nen que esta disminucién podria ser debida a una menor tasa de aclaramiento de estas
hormonas por parte del higado debido a la menor perfusién que provoca el ejercicio fisico
intenso (Galbo et al., 1977; Pucsok et al., 2005; Timon Andrada et al., 2007). Esta hipote-
sis podria ser corroborada por los datos plasmaticos elevados obtenidos en otros estu-
dios tras la realizacion de esfuerzos de alta intensidad, que indicarian que no existe una
disminucion en la produccion de andrégenos testiculares (Ponjee et al., 1994; Suay et al.,
1999). Incluso en periodos iniciales de entrenamiento en los que observan elevaciones

durante las primeras semanas (Mero et al., 1997; McBride et al., 1998)

Por otro lado encontramos autores que establecen que esta disminucion podria ser
debida a una disfuncién en el eje hipotalamico-pituitario que provocaria una menor pro-
duccion de testosterona libre y total y por tanto un menor excrecion de la misma en orina
y de sus metabolitos cuando la intensidad del ejercicio es muy alta, aunque estos estu-
dios fueron realizados en periodos largos de entrenamiento y con actividades de gran
duracion (Kujala et al., 1990; Flynn et al., 1997).

En cualquier caso, la tendencia al descenso, al no ser estadisticamente significati-
va, hay que tomarla con precaucién, siendo necesaria la obtencion de los niveles andro-
génicos en orina y en sangre a al vez, para determinar de forma concluyente la cinética

de estas hormonas.
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En la prueba de esfuerzo submaxima de 30 minutos de duraciéon al 80% del VO,
maximo, donde el metabolismo predominante es el aerdébico, obtenemos datos similares,
aunque con menores modificaciones de las hormonas anabdlicas, sobre todo en etioco-
lanolona, testosterona y DHT, lo cual podria indicar un menor grado de estrés de este tipo
de esfuerzos, y tal y como afirman algunos autores, la respuesta hormonal solo se produ-
ciria si las cargas utilizadas son lo suficientemente elevadas (Hakkinen & Pakarinen,
1993; Schwab et al., 1993). En este sentido, la menor intensidad del esfuerzo implicaria
una menor redistribucion de flujo, que podria favorecer un mayor aclaramiento hepatico
de estas hormonas androgénicas, por lo que el descenso observado en las mismas tam-

bién seria menor.

En cualquier caso, encontramos que los valores iniciales en la prueba de esfuerzo
submaxima son mayores que en la prueba maxima. Este factor podria ser debido al
tiempo transcurrido entre ambos esfuerzos (48 horas), que provocaria que los sujetos
entrenados presentaran un estado anabdlico, tal y como nos muestran otros estudios
(Timon Andrada et al., 2007). Por su parte, los niveles basales de corticosteroides en el
esfuerzo estable no presentan diferencias con respecto a la prueba maxima, lo cual indi-
ca un bajo estado catabdlico de los sujetos. Por otro lado, los niveles de anddgenos
suprarrenales, también muy similares al inicio de ambas pruebas, indicarian una diferente
respuesta de los ejes hipotalamico-testicular, y el eje hipotalamico-suprarrenal, detectan-
do a nivel testicular, una respuesta mas tardia y con necesidad de mas tiempo para vol-

ver a los niveles basales.

Atendiendo a los andrégenos suprarrenales, encontramos diferentes resultados que
en el caso de los testiculares segun el tipo de esfuerzo. Tras la realizacion de ambos
ejercicios aparecen descensos en estos andrégenos, de modo que parece ser que en la
prueba de esfuerzo submaxima los descensos son mas acentuados, llegando incluso a
ser estadisticamente significativos en el caso de la androstenodiona y andrégenos supra-
rrenales totales (p<0,05). Cabe destacar que antes de realizar la correccién de los datos
con la creatinina, algunos parametros tenian tendencia al incremento tras el esfuerzo,

pero una vez realizada dicha correccion la tendencia de todos ellos es al descenso.

En definitiva, podemos establecer mayores descensos de andrégenos testiculares
en la prueba de esfuerzo hasta el agotamiento, mientras que en la prueba de esfuerzo
submaxima, los descensos mas importantes aparecen en los andrégenos suprarrenales,

gue podria indicarnos una mayor sensibilidad al volumen en el caso de la corteza supra-
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rrenal, y a la intensidad en el caso del eje hipofisario-testicular, aunque no hemos encon-
trado estudios que indiquen este hecho, por lo que seguiremos tratando de indagar en el

mismo.

5.3.3 Corticosteroides

En cuanto a los niveles de corticosteroides, es decir, cortisona y cortisol, y sus me-
tabolitos urinarios, THC y THCol, hemos podido observar en los resultados como la suma
de todos ellos tiende generalmente al descenso en ambos tipos de esfuerzos, siendo mas

acentuado el descenso en la excrecion urinaria en el caso del esfuerzo submaximo.

En ningun caso hemos encontrado modificaciones estadisticamente significativas,
aunque destacamos que en la prueba de esfuerzo maxima, los niveles de THC incremen-
tan, mientras que en el ejercicio submaximo, los niveles de cortisol permanecen practi-

camente invariables, y los demas corticosteroides descienden.

En esfuerzos de alta intensidad, encontramos descensos en los niveles urinarios de
corticosteroides, salvo el THC, que presenta un pequefio incremento, no significativo, al
final del esfuerzo. Este descenso generalizado de corticosteroides podria estar relaciona-
do con una menor tasa de aclaramiento hepatico, y una mayor retencion de hormonas
catabdlicas por parte del organismo. Cabe destacar que, en nuestro estudio, aunque la
intensidad del esfuerzo es elevada (hasta el agotamiento voluntario), es posible que la
duracién sea demasiado corta para producir tendencias claramente definidas de los
niveles urinarios de corticosteroides, por lo que seria necesario seguir profundizando en
la relacion intensidad y volumen, para determinar en que medida podria afectar cada

factor al perfil esteroideo.

Por otro lado,en actividades de larga duracion observamos que existen investiga-
ciones que encuentran niveles plasmaticos de cortisol elevados (Suay et al., 1999; Ron-
sen et al., 2001), que relacionan con un volumen elevado de esfuerzo, mas que con la
intensidad, por lo que en nuestro caso, aunque se produce una pequefa elevacion, el
volumen y la intensidad total del esfuerzo no es demasiado exigente para sujetos entre-
nados, como para producir cambios significativos. En cualquier caso, los niveles urinarios
de corticosteroides totales en la prueba de esfuerzo submaxima descienden post ejerci-
cio, lo que podria también estar relacionado con una menor tasa de aclaramiento hepati-
Co, y una mayor retencion de hormonas catabdlicas por parte del organismo. Solo en el

caso del cortisol no encontramos practicamente modificaciones en su excrecion urinaria,
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tal y como muestran algunos estudios, incluso en ciclistas, en lo que al referenciar los
niveles de cortisol y cortisona con los niveles de creatinina no encuentran cambios signifi-

cativos en estos parametros después de la actividad (Gatti et al., 2005).

5.3.4 Relacion Anabolismo/catabolismo, actividad 5 a-

reductasa y aromatizacion

Por ultimo, vamos a analizar el estado que provoca cada tipo de actividad sobre el
organismo, y determinar cual de ellas produce un mayor catabolismo al organismo, te-
niendo en cuenta que una de ellas es predominante en volumen y la otra en intensidad.
También presentamos la actividad de la 5 a - reductasa asi como la relacionada con la

conversion de andrdégenos a estrégenos.

Para ello, presentamos las siguientes relaciones:

- Relaciones andrégenos testiculares totales / corticosteroides totales y an-
drégenos suprarrenales totales / corticosteroides totales, para determinar
el grado de estrés producido por los diferentes tipos de esfuerzo, y esta-
blecer el marcador mas adecuado que indique de una forma correcta el
grado de anabolismo o catabolismo que genera el esfuerzo.

- Relaciones T/THC, T/THCol, DHEA/THC y DHEA/THCol, para determinar
grado de anabolismo / catabolismo, con diferentes origenes androgénicos.

- Actividad de la enzima 5 a — reductasa: mediante las relaciones entre los
metabolitos de la testosterona, como son la etiocolanolona / androsterona,
asi como la relacion DHT / T, reacciones catalizadas por dicha enzima.

- Aromatizacion, mediante las relaciones estrona / androstenodiona, y -

estradiol / T, lugares donde interviene dicha enzima.

Los resultados que relacionan las hormonas anabdlicas y catabdlicas muestran
todos una misma tendencia, aunque encontramos diferencias segun el origen de los
andrégenos, sobre todo en la prueba de esfuerzo submaxima. Tanto las relaciones esta-
blecidas con los andrégenos tesiculares totales y androgenos suprarrenales totales con
los corticosteroides totales indican un grado de estrés diferente segun el esfuerzo reali-
zado. En este sentido, el esfuerzo incremental maximo hasta el agotamiento provoca un
descenso en esta relacion, que nos podria indicar que el organismo se encuentra en un

mayor estado catabdlico. Como sabemos, en esfuerzos de alta intensidad, existe una
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redistribucion del flujo sanguineo hacia aquellas zonas que requieren de una mayor vas-
cularizacion para soportar los requerimientos de la actividad realizada. Es por ello, que
podria suceder que se produjera una disminucién en el flujo hepatico y renal, y por consi-
guiente, un descenso en la conjugacién hepatica de esteroides, que nos llevaria a una

menor eliminacion renal de los mismos.

Creemos que podria ocurrir en primer lugar, como respuesta al estrés, una esti-
mulacion de la médula suprarrenal, con incrementos en hormonas tales como la adrenali-
na y la noradrenalina, y en nuestro estudio observado con incrementos producidos en
vitamina C en el esfuerzo maximo, efecto éste relacionado en otros estudios (Ramel et
al., 2004a). Por contra, la corteza suprarrenal sufriria en mayor medida la falta de flujo, lo

cual produciria una menor eliminacién de esteroides por parte del rifdn.

Sin embargo, en el esfuerzo submaximo, de caracter predominantemente aerdébi-
co, observamos como esta relacion se invierte, produciendo una elevacion en la relacion
anabolismo/catabolismo, tal y como encontramos en algunos estudios (Tremblay et al.,
2005). En este sentido, al ser una actividad de menor intensidad, el correcto transito de
flujo permitiria una mayor conjugacion hepatica de esteroides y por tanto una mayor
eliminacion de los mismos, ya que como hemos observado en otros estudios, se produce
un incremento en los niveles plasmaticos de testosterona (Ponjee et al., 1994; Suay et al.,

1999), de forma que se incrementaria su eliminacion por via urinaria también.

Igualmente, el mayor descenso en los niveles urinarios de corticosteroides totales
favorece el incremento de la relacién de ambos parametros, lo cual no llevaria a pensar
que los esfuerzos con predominio de volumen, producirian un menor estrés que los es-

fuerzos de alta intensidad.

Debemos destacar los resultados obtenidos en la relacion DHEA/THCol, ya que a
nivel estadistico es la uUnica relacion en la que encontramos diferencias significativas
(p<0,05), y a la vez, un descenso al final del esfuerzo submaximo. Este descenso es
producido sobre todo, por la disminucion en los niveles de DHEA urinarios tras la activi-
dad, como hemos comentado anteriormente, mayor que en el caso del THCol, esto indi-
caria como ya comentamos al valorar los esteroides anabolicos suprarrenales, que este
tipo de actividad produce una mayor actividad en la zona fascicular de la corteza supra-
rrenal y una menor respuesta en la zona reticular lo que lleva a una mayor produccion de

esteroides catabolicos que de anabolicos-androgénicos.
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Por otro lado, creemos importante el analisis de la actividad de la enzima 5 a-
reductasa, como enzima directamente relacionada con la transformacion de la testostero-
na en DHT y androsterona en etiocolanolona. Cabe destacar, que en ambos esfuerzos
esta relacion se ve incrementada, aunque de manera no significativa, con el objetivo de
aumentar la DHT, que es la forma activa de la testosterona. También podria ser conse-
cuencia de la disminucién en el aclaramiento hepatico de la testosterona y su incremento
en plasma, por lo que la manera que tendria el organismo de metabolizarla seria su
transformacion a DHT, favoreciendo de esta forma un ambiente mas anabdlico para la

regeneracion tisular y hacer frente al estrés producido por el organismo.

Por ultimo, hemos analizado la actividad de la aromatasa, que transforma los an-
drégenos a estrégenos. Esta es otra importante via de metabolizacién de la testosterona
a estradiol o la androstenodiona a estrona. En este sentido, existen diferencias entre los
distintos esfuerzos realizados. En la prueba de esfuerzo maxima, existe un incremento en
la relacién B-estradiol / testosterona, que indicaria una mayor produccion de B-estradiol a
partir de la testosterona. Sin embargo, en la prueba de esfuerzo submaxima, la relaciéon
disminuye, lo que indicaria una menor transformacién de testosterona hacia estrogeno.
Esta relacion estaria directamente relacionada con la caida en orina que sufre la testoste-
rona en ambas pruebas de esfuerzo, que nos podria hacer descartar una menor produc-
cion de esta hormona, y pensar que se produciria un incremento en su transformacion a

otras sustancias, como estrégenos o DHT.

Por otro lado, encontramos descensos en ambas pruebas en la relacion existente
entre la androstenodiona y la estrona, llegando a ser estadisticamente significativa en la
prueba de esfuerzo submaxima (p<0,05). Esta caida implicaria una menor transformacion
de andrégenos a estrogenos, con el fin de favorecer un estado anabdlico y responder

frente al estrés generado por el esfuerzo.
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6 RESUMEN Y CONCLUSIONES

Tradicionalmente, la practica deportiva y la capacidad para consumir grandes volu-
menes de oxigeno han estado asociadas directamente con un efecto beneficioso para el
organismo. Sin embargo, numerosos estudios demuestran que el ejercicio fisico es fuente
natural de radicales libres de oxigeno que pueden provocar dafio celuar al organismo y
todo lo que ello conlleva. Para hacer frente a esta produccion de radicales libres, el orga-

nismo tiene varios mecanismos de defensa, tanto enzimaticos como no enzimaticos.

Por otra parte, el estrés producido por el ejercicio fisico, sea cual sea su intensidad
va a provocar una serie de respuestas a nivel fisioldgico y organico a través de mecanis-
mos neuro-endocrino-metabdlicos, con el fin de mantener la homeostasis y el equilibrio

en el organismo.

Por ello hemos pretendido establecer un modelo de estrés que nos permita, por un
lado, determinar el grado de dafo celular que producen diferentes tipos de actividad

fisica, y por otro, el estrés hormonal que provocan dichos esfuerzos.

Para ellos hemos llevado a cabo en laboratorio dos esfuerzos de diferentes intensi-
dad y volumen, una ergoespirometria incremental maxima hasta el agotamiento, y una
prueba de esfuerzo submaxima, al 80% del VO, maximo, durante 30 minutos, tanto en
sujetos sedentarios como en deportistas. Antes y después de cada prueba se extrajo una

muestra de sangre y de orina, para su posterior analisis.

Los datos extraidos en plasma y eritrocitos estaban relacionados con el estrés oxi-
dativo, mediante la medicion del MDA; mientras que la respuesta antioxidante no enzima-
tica del organismo fue evaluada mediante las vitaminas A, C y E. El procesamiento de los

datos fue llevado a cabo mediante HPLC.

Por otro lado, para la valoraciéon del estrés hormonal producido por los diferentes ti-
pos de esfuerzos, analizamos mediante cromatografia de gases/ especrometria de ma-
sas los siguientes parametros: androgenos testiculares y suprarrenales, corticosteroides,
estrégenos, y relaciones entre ellos, para determinar el grado de estrés producido y la

actividad enzimatica.
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Los resultados obtenidos sugieren que actividades de alta intensidad producen un
desequilibrio entre la respuesta antioxidante del organismo y la generacién de radicales
libres de oxigeno, asi como un incremento en los niveles de hormonas catabdlicas (corti-
costeroides), provocando de esta manera mayor un estrés oxidativo y estado catabdlico

que actividades de menor intensidad y mayor duracion.

Por su parte, actividades de caracter predominantemente aerdbico, con intensida-
des en torno al 80% del VO, maximo, y duraciones de 30 minutos, a pesar de que incre-
mentan la produccién de especies reactivas de oxigeno, los sistemas antioxidantes son
capaces de neutralizar estas ROS y mantener un equlibrio entre ambos sistemas, de
forma que el dano celular se reduzca. A nivel hormonal, existe un mayor equilibrio entre

hormonas anabdlicas y catabdlicas, que implican un menor estrés al organismo.

Teniendo en cuenta los objetivos planteados en la presente tesis, y los resultados

obtenidos, podemos concluir lo siguiente:

1.- A nivel erogespirométrico, la eficiencia energética del grupo de “entrenados” es

mucho mayor en la prueba de esfuerzo submaxima que en el grupo de “no entrenados”.

2.- Esfuerzos de 15 minutos de duracién y de alta intensidad, provocan un desequi-
librio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno y la capacidad antioxidante no

enzimatica del organismo, tanto en sujetos “no entrenados” como en “entrenados”.

3.- Actividades de caracter aerébico (al 80% del VO, maximo) de 30 minutos de du-
racion, a pesar de producir especies reactivas de oxigeno, no provocan desequilibrios

entre la respuesta antioxidante y el posible dafo celular inducido por el ejercicio.

4.- La capacidad antioxidante se encuentra mas desarrollada en el grupo de “entre-
nados”, como consecuencia de la adaptacién provocada por una mayor produccion de

especies reactivas de oxigeno, resultado de un mayor VO, maximo.

5.- Los niveles de antioxidantes no enzimaticos son mayores en plasma que en eri-

trocitos, salvo en el caso de la vitamina C, pues en eritrocitos actian de forma mas dire-
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cta los antioxidantes enzimaticos, constituyendo los “no enzimaticos” una segunda barre-

ra de proteccion frente a los radicales libres de oxigeno.

6.-Las actividades de mayor intensidad, aunque sean de corta duracién, provocan
un mayor estrés en el organismo, y activan de forma importante la glandula suprarrenal, a

nivel de la médula y posteriormente de la corteza suprarrenal.

7.- La prueba de esfuerzo incremental maxima, hasta el agotamiento provoca un in-
cremento en la excrecion de hormonas catabdlicas y un descenso en la de hormonas
anabdlicas, mayor que el producido por actividades de caracter submaximo de mayor
volumen y con predominio del metabolismo aerdbico, sin produccion de altos niveles de

lactato.

8.- La utilizacion de las ratios androgénos suprarrenales /corticosteroides, como
marcadores de estrés serian las mas recomendables, debido a que ambos tienen el
mismo origen de sintesis, y sus relaciones parecen mas estables que las ratios androge-

nos testiculares /corticosteroides.

9.- La actividad de la enzima aromatasa disminuye con la actividad fisica.
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7 SUMMARY AND CONCLUSIONS

Physical exercise has been traditionally associated with positive effects for human
health. However some research shows how physical activity and oxygen consumption are
a natural source of free radicals which may provokes cellular damage. In order to protect
cells against these free radicals, human body counts with antioxidant systems, enzymatic

and non-enzymatic.

Other way, physical stress induced by physical activity, apart from its intensity, pro-
duces physiological responses through of neurologic, endocrine and metabolic pathways,

with the purpose of keeping unaltered homeostasis.

Therefore we have developed a stress model which could determine cellular dam-

age and hormonal changes due to different kinds of physical activity.

Two different intensity and volume effort test were performed in laboratory: a) In-
cremental maximum exercise, b) Steady State Test at 80%VO; max limited up 30 min-
utes. Before and after each trial blood and urine samples were collected for its shortly

analysis.

Plasma and erythrocyte data were in relation with oxidative stress, evaluating MDA
as oxidative marker and vitamins A, C and E as antioxidant response and systems. All

these substances were analyzed using HPLC techniques.

Hormonal study was measured by chromatographic techniques GS/MS, analyzing

testicular and suprarenal androgens, as well as corticosteroids and androgens.

Results obtained suggest how high intensity activities generate an imbalance be-
tween free radical production and human body antioxidant response, in addition to an
increase in catabolic hormones (corticosteroids). Steady state aerobic activities, in spite of
increasing reactive oxygen species (ROS), they provoke an antioxidant response which is
able to offset ROS without any oxidative cellular damage. In relation to hormonal levels,

there is a balance between catabolic/anabolic hormones, so physical stress is lower.
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According to proposed objectives and mainly results, we can conclude that:

1.- In relation with submaximal ergometric test, “trained subjects” reach a higher en-

ergetic efficiency than “non trained subjects”.

2.- Antioxidant response in high intensity efforts (15 minutes) generates an imbal-
ance between reactive oxygen species and antioxidant systems both in trained and non

trained subjects.

3.- Steady state aerobic activities at 80% VO, max and limited up to 30 minutes do

not generate oxidative damage due to an appropriate antioxidant response.

4.- Antioxidant capacity is better in trained subjects than in non trained ones as con-

sequence of physiological adaptation to higher oxygen consumption.

5.- Non enzymatic plasma antioxidants are higher than erythrocyte antioxidants, with

the exception of vitamin C. Enzymatic antioxidant act in a first way into erythrocyte.

6.- High intensity activities, despite their short duration, generate higher stress in or-
ganismo and activate suprarenal glandule: firstly medulla and afterwards suprarenal cor-

tex.

7.- Maximal effort trials provoke an increase in catabolic hormones as well as a de-
crease in urinary anabolic hormone excretion, bigger that induced by sub-maximal aerobic

activities with higher volumes and without high lactate levels.

8.- To determine anabolic/catabolic status induced by physical activity, we suggest
to analyze suprarenal androgens / corticosteroids ratios as stress markers, due to both of
them have the same origin and therefore their relation may be more stable than testicular

androgen / corticosteroids ratios.

9.- Aromatasa activity decreases with physical activity.
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