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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNmt: Acido desoxirribonucleico
mitocondrial

ATP: Adenosin Trifosfato
CAT: catalasa

CoQ: coenzima Q

COX: citocromo oxidado
CTE: cadena de transporte de
electrones

DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole)

DMSO: Dimethyl Sulfoxide

ERON: especies reactivas del
oxigeno y nitrégeno

EROs: Especies Reactivas del
Oxigeno

FC: frecuencia cardiaca

Fe: hierro

GPX: glutation peroxidasa
GR: glutation reductasa
H,O,: hidroperéxidos

Hb: hemoglobina

Hc: Hematocrito

HCL 37%: (acido clorhidrico)
HMP: High melting Point
HO,": radical hidroperoxilo
IMC: indice de masa corporal
La: Lactato

LHTL: vivir en altitud y entrenar a
nivel del mar

LMP: Low Melting Point
MAD: malondialdehido

NACL: (Cloruro sédico)

NADH: nicotinamida adenina
dinucledtido

NAOH: hidréxido de sodio
NO: oxido nitrico

O,: Oxigeno

O;": radical superéxido
OH™: radical hidroxilo

OMS: Organizacion Mundial de la
Salud

OXPHOS: fosforilacion oxidativa
PAD: presion arterial diastolica
PAS: Presion arterial sistolica
PBS: (tampon fosfato salino)

Pi: Fésforo

PUFAs: acidos grasos
polinsaturados

ROS: radical Oxigen Species
RPM: revoluciones por minuto
S: azufre

SBF: Fetal Bovine Serum
SOD: superoxido dismutasa

TBARS: substancias reactivas del
acido Tiobarbiturico

TCA: acido tricarboxilico

VO2max: consumo de O2 maximo
del oxigeno
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UGR
MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO COMO HERRAMIENTA PARA OPTMIZAR LA INTENSIDAD DEL
ENTRENAMIENTO DE NADADORES EN HIPOXIA FRENTE A NORMOXIA

Justificacién y Objetivos

1.1 Justificacion

La basqueda de la perfeccién y alcanzar los mejores resultados posibles
es una constante en el ambito del deporte de rendimiento. Los entrenadores e
investigadores utilizan los udltimos conocimientos multidisciplinares que les
permitan maximizar el rendimiento de una forma saludable. Para alcanzar estos
objetivos, integran técnicas innovadoras como son: tecnologia de nuevos
materiales, conocimientos fisiolégicos y biomecanicos y métodos de
entrenamiento contrastados, entre los que destacan el entrenamiento en

hipoxia.

La Universidad de Granada (UGR) es un Centro referente en la
realizacidn de investigaciones relacionadas con la altitud. Ello se debe a que la
ciudad estd ubicada a los pies de Sierra Nevada, en donde se localiza el
Centro de Alto Rendimiento Deportivo (CARD). Este es un Centro de
entrenamiento ubicado a 2320m de altitud sobre el nivel del mar, reconocido
internacionalmente, y en donde equipos de élite de diferentes especialidades
deportivas y paises vienen con el objetivo de mejorar su preparacion e
incrementar su rendimiento a nivel del mar. EI CARD ofrece modernas
instalaciones y laboratorios bien equipados. La existencia de convenios de
colaboracion entre ambas instituciones facilita y favorece la realizacion de
trabajos y proyectos de gran interés en el ambito del rendimiento deportivo.
Esta razén, unida al interés que actualmente despierta el estudio del

entrenamiento en altitud, ha promovido la realizacién del presente estudio.

13 | Silvana N6brega Gomes
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UGR
MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO COMO HERRAMIENTA PARA OPTMIZAR LA INTENSIDAD DEL
ENTRENAMIENTO DE NADADORES EN HIPOXIA FRENTE A NORMOXIA

Justificacién y Objetivos

Actualmente son numerosos los investigadores que analizan la eficacia
de los métodos de entrenamiento en altitud. Tienen claro los objetivos
concretos requeridos por los entrenadores cuando someten sus atletas de alto
rendimiento a uno de esos métodos: mejorar la capacidad de transporte de
oxigeno e incrementar el rendimiento a nivel del mar (Charles y cols., 2008;
Pialoux, 2006; Meeuwsen y cols., 2001). Sin embargo los resultados logrados a
posteriori, a nivel del mar y tras utilizar de este método, siguen siendo
controvertidos sobre todo por los posibles efectos negativos que podrian

derivar a los deportistas.

Gran parte de los equipos de diversas disciplinas, planifican su estancia
en altitud incluyendo una fase de aclimatacion, pero es frecuente observar
como algunos de ellos lo hacen por corto periodo de tiempo e incluso con
subidas subitas para entrenar y volver a nivel del mar. En estos casos no solo
no se tiene en cuenta la fase de aclimatacién sino que tampoco se ajustan las
cargas de intensidad para este periodo especifico. Segun Schmitt y cols.
(2006), la planificacion del entrenamiento en altitud sigue siendo muy
especifico y cualquier error en volumen y/o intensidad puede causar fatiga a
largo plazo e incluso retrasar o eliminar los efectos positivos de la exposicion a
altitud. A ello hay que sumar que aun hay pocos estudios que integren el
impacto de la hipoxia sobre marcadores de dafio celular como consecuencia
del triple estrés al que los atletas son sometidos: estrés ambiental, estrés fisico

por la practica deportiva y estrés oxidativo.

14 | Silvana Nobrega Gomes
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UGR
MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO COMO HERRAMIENTA PARA OPTMIZAR LA INTENSIDAD DEL
ENTRENAMIENTO DE NADADORES EN HIPOXIA FRENTE A NORMOXIA

Justificacién y Objetivos

1.2 Objetivo general

Nuestro estudio pretende profundizar en estas situaciones, cada vez
mas frecuentes y consistentes en la realizacion de sesiones puntuales de
entrenamiento en altitud e integrando marcadores fisiol6gicos de esfuerzo con

marcadores de estrés oxidativo.

Partimos de la hipétesis de que una actividad fisica en ambientes
hipéxicos moderados, a una carga dada, requiere mayor trabajo metabdlico y
mecanico, a lo que habria que sumar por la presién parcial de oxigeno y los

condicionantes fisicos, un estrés oxidativo afadido.

El objetivo general de este estudio es contrastar la hipétesis de partida,
integrando paradmetros fisiol6gicos de rendimiento con marcadores de estrés

oxidativo.

Para ello hemos disefiado un protocolo experimental consistente en la
realizacion de tres sesiones de entrenamiento de 90 minutos, de intensidades
baja, intermedia y elevada, a las dos altitudes sobre el nivel del mar utilizadas

por muchos atletas que visitan Sierra Nevada:

e Piscina de las instalaciones deportivas de la Universidad de

Granada (630m — Normoxia),
e Piscina de las instalaciones del CARD de Sierra Nevada (hipoxia

moderada — 2320m).

15 | Silvana N6brega Gomes
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UGR
MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO COMO HERRAMIENTA PARA OPTMIZAR LA INTENSIDAD DEL
ENTRENAMIENTO DE NADADORES EN HIPOXIA FRENTE A NORMOXIA

Justificacién y Objetivos

1.3 Objetivos especificos

16

1. Constatar si la misma carga/intensidad de entrenamiento, los

atletas requieren mas trabajo metabdlico y mecéanico en altitud
moderada,;

En caso de que se cumpla el supuesto anterior, disefiar un
sencillo método, basado en la dinAmica de la frecuencia cardiaca
y lactato en sangre, que nos permitan ajustar las intensidades de
entreno en hipoxia moderada.

Mediante el analisis de marcadores de estrés oxidativo en sangre,
comprobar si la actividad fisica en hipoxia aguda moderada
supone un estrés afladido que pudiera estar relacionado con el
primer objetivo. Asimismo de su posible relacion con la
instauracion de mecanismos adaptativos genéricos relacionados

con la altitud.

Silvana Nobrega Gomes
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Antecedentes Bibliograficos

2.1 Radicales Libres

2.1.1 Teoria de los Radicales Libres

Los Radicales Libres son moléculas/atomos que contienen uno o mas
electrones desapareados y pueden existir de forma independiente. Los &tomos
en general poseen electrones asociados en pares, cada par se mueve en un
espacio alrededor de su nucleo definido como orbita atdmico/molecular. Los
electrones de cada par tienen espines de nimeros cuanticos, uno "% y otro 4.
Cuando los electrones se encuentran en espines opuestos, su estado
electrénico se llama singlete o estado fundamental, cuando se encuentran en
mismo espin su estado es triplete, pero si moléculas singlete absorben energia
sin cambio de espin, su estado molecular es un “estado singlete excitado”. Los
Radicales Libres pueden ser generados como producto de reacciones
homoliticas, heteroliticas o redox. Especies Reactivas derivadas del Oxigeno
(EROs), es un término general que no se refiere solo al oxigeno, sino también a
derivados que no son radicales en sentido estricto, pero que se originan de
radicales o bien dan lugar a ellos (ej., peroxido de hidrogeno), (Powers &
Jackson 2008).

La teoria de los radicales libres fue sugerida por Denham Harman en
1956, y establecia que la produccion de radicales libres durante la respiracion
aerobia causaba acumulo de dafios oxidativos provocando el envejecimiento y

muerte. Esta teoria fue reforzada 1969 con la identificacion de la enzima

18 | Silvana N6brega Gomes
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Antecedentes Bibliograficos

superoxido dismutasa (SOD) como indicador de la generacién de iones
superoxido y actuando como antioxidante (Beckman y Ames 1998).

La formacion de los radicales libres esta directamente relacionada con
los fendbmenos de 6xido-reduccion. El Oxigeno (O,) es esencial para la vida de
los organismos aerobios, paraddjicamente también es una constante amenaza,
por ser una molécula receptora de electrones durante la oxidacion de sustratos
energéticos. Los mecanismos de formacion de los radicales libres parten de la
adiccion o la pérdida de un electrén de la dltima capa de la molécula, a partir de
la ruptura de una molécula estable formada por dos fragmentos en forma
equilibrada, provocada por la oxidacibn de sustratos energéticos, por
organismos aerobios asi como por diferentes reacciones enzimaticas (Finaud y
cols., 2006; Beckman y Ames, 1998).

Los radicales libres y sustancias relacionadas son responsables de la
accion nefasta sobre la integridad y funcionalidad de la célula. Por otro lado, a
bajas concentraciones, juegan un importante papel en mecanismos fisioldégicos
como: sefializacién celular; mediacion de reaccion inflamatoria; regulacion de
expresion de algunos genes y potenciacion de los mecanismos de defensas
organicas, ya que son parte del arsenal de armas letales leucocitarias y de la
modulacion en la produccion de fuerza masculo esquelética, (Ferreira y cols.,

2007; Powers & Jackson, 2008).

2.1.2 Clasificacion de los Radicales Libres
Los radicales libres son producidos por transferencia de electrones que

requieren alta aportacion de energia y tienen una vida media de corta duracién.
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Cuando reaccionan con otros radicales o moléculas pueden formar un nuevo

radical. En la tabla 1, se muestra la clasificacién y efectos de los radicales

libres.
Clasificacion de los Radicales Libres
Abreviaturas Radical Libre Clasificacion Principales
Efectos
102 Oxigeno singlete Especie Reactiva del ~ Oxidacion lipidicay
Oxigeno peroxidacion
(o 16n superdxido Oxidacion proteica
OH- Radical hidréxilo Dario al ADN
H,0, Peroxido de
hidrégeno
ROey ROO- Radicales alcoxi y
peroxi
ROOH-. Radical
hidroperdxilo
HOCI Acido hipocloroso
NQe Oxido nitrico Especie Reactiva del  Peroxidacion Dario al ADN
Nitrégeno lipidica,
NO, Didxido nitrico Oxidacion proteica
ONOO- Peroxido nitrico
RSe Radicales tiol Especie Reactiva del ~ Oxidacion proteica,  Dafio al ADN
Azufre Produccion de EROs

Tabla. 1-Clasificacion de los Radicales Libres (modificada de Finaud y cols., 2006)

2.1.2.1 Anién Superoxido (O2)

Radical primario, altamente reactivo, que es creado por la adicion de un
electrén a la molécula de oxigeno (reaccion 1). Puede reaccionar rapidamente
con otros radicales como: oxido nitrico (NO) y con hierro (Fe)-azufre (S) de
proteinas.

Actualmente se debate la posibilidad de que la protonacion del radical
superéxido para formar radical hidroperéxilo (HO"), a pH fisiologico, facilita la
transferencia de este radical a través de membranas. Como especie activa
redox, los superoxidos pueden reducir algunos moléculas bioldgicas (ej.
citocromo c) y oxidar a otros como el ascorbato. La dismutacién del radical

superoxido, tanto de forma espontanea como catalizada por la SOD, son
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importantes fuentes de peréxido de hidrogeno en las células (reaccion 2),
(Powers yJackson, 2008).

En presencia de hierro (reaccion Fenton-3), se puede generar radical
hidroxilo, caracterizado por su elevada reactividad. Cuando no son
neutralizados por las enzimas antioxidantes, dafian la membrana de la
mitocondria y retarda el proceso oxidativo de respiracion mitocondrial. Ambos
fenémenos ocasionan el envejecimiento mitocondrial. El Fe** puede ser
nuevamente reducido a Fe?*, bajo la accién del O," (reaccién de Haber-Weiss -
4), (Finaud y cols., 2006),

(1)- Ox+e — 0Oy
(2)- 0" + 0" + 2H——> H,0, + O,
Reaccion Fenton (3)- Fe?* + H,0, ——— Fe** + OHe + OH’

Reaccion Haber-Weiss (4)- HyO02 + O2" Fe*+icu® O, + OHes + OH’

2.1.2.2 Pero6xido de hidrégeno (H20,)

Es un compuesto reactivo, estable, permeable a las membranas y que tiene
vida media larga dentro de la célula. El peréxido de hidrogeno es incapaz de
oxidar el ADN o lipidos directamente, aunque que puede inactivar algunas
enzimas. Se forma por la accion catalitica de la SOD (reaccion 5). Aunque no
es un radical libre propiamente dicho por no poseer un electron desapareado,
es considerado Especies Reactivo del Oxigeno (ERO), por su capacidad toxica
y su participacion en la formacién de otros ERO. En reacciones catalizadas por

metales, como la reaccion Fenton (reaccion 6), el HO, se puede descomponer
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en un ién OH’, el mayor reactivo toxico de entre las ERO (Finaud y cols., 2006;
Powers y Jackson, 2008).

(5)-2 0"+ 2 H" 20 H,0, + 0,

(6)- HoO, + Fe?*  —» Fe®* ++OH + OH

2.1.2.3 Radical Hidréxilo (OH")
Producto final de la reaccion Fenton, es un radical altamente reactivo y
toxico, de fuerte potencial oxidante, no permeable a membrana y que produce

peroxidacion lipidica y oxidacion de las proteinas. (Finauld y cols., 2006).

2.1.2.4 Oxigeno Singlete

Es una forma reactiva del oxigeno electronicamente excitado, no es un
radical (por no posee electrones desapareados), es permeable a la membrana
y tiene una muy corta vida media. Se presenta en dos estados: estado excitado
(*Ag0,), 6 estado reactivo mas excitado (°g0O,), lo que hace que su
capacidad de oxidacion sea muy elevada. Por otra parte, la dismutacion del i6n
superoxido en agua puede conducir a la formacion de oxigeno singlete en los

sistemas bioldgicos (Powers & Jackson, 2008).

2.1.2.5 Especies radicalarias secundarias

La accion de los radicales libres sobre las moléculas biolégicas, pueden
producir en las células otras especies de radicales libres. Entre estas especies
de radicales secundarios podemos incluir los radicales intermedios formados

durante la peroxidacion lipidica (ej. degradacion oxidativa de lipidos poli
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insaturados). La bicapa fosfolipidica es la estructura basica de toda membrana
bioldgica y esta compuesta por fosfolipidos esterificados con acidos grasos,
siendo en su mayoria acidos grasos poliinsaturados (PUFASs), proteinas y
carbohidratos. La peroxidacion de PUFAs como es el caso del acido
araquidonico ocurre en varias etapas. El radical hidroxilo inicia la peroxidacion
lipidica por extraccion de un atomo de hidrogeno de un lado de la cadena del
carbono metileno, iniciando la formacién de un carbono central, radical lipido y
agua. Este carbono central del radical lipido, tiene un electron desapareado y la
molécula se estabiliza por reordenamiento molecular, es decir, dos radicales
lipidos pueden entrecruzarse y formar un dienoconjugado o generalmente, el
radical lipidico dona un electrén al oxigeno, formando el radical peréxilo (LOOe,
donde L = acido graso poli insaturado) e iniciar la propagacién de una reaccion
en cadena. La Peroxidacién lipidica (figura 1.1), puede producir la
degeneracion de la estructura de la membrana (alterar la fluidez y aumentar la
rigidez) y bajar las funciones de las proteinas (como disminucion de la
velocidad del flujo del transporte acoplado al ATP y ADP) (Powers y Jackson,

2008).
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Membrane phospholipid

l Release of fatty acid
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COOH
Lipid hydroperoxide Cyclic peroxide MDA

Figura. 1l.1- Membrana Fosfolipidica, tomada de Powers & Jackson (2008)

2.1.3 Generacién del Radical Libre

Nuestro organismo frecuentemente produce radicales libres, los cuales
no deberian ser una amenaza, ya que el mismo organismo produce sus
defensas para mantener el equilibrio homeostatico. El problema esta en la
ruptura de este equilibrio, por diversas situaciones.

Hay varias fuentes de produccién de especies reactivas del oxigeno y
nitrogeno, (ERON), que son continuamente producidas de forma exdgena por:
exposicion a polucién ambiental, ingesta excesiva de nutrientes, tabaquismo,
alcohol, actividad fisica, o en cualquier situacién en la que aumente el consumo
de oxigeno y pueda por tanto producirse un estado agudo de estrés oxidativo.

(Fisher-Wellman y Bloomer, 2009; Finaud y cols., 2006).
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Dentro de las numerosas situaciones de generacién enddgena de

oxidantes a nivel celular expondremos las mas importantes:

2.1.3.1 Cadena de transporte de electrén

La mitocondria

La mitocondria es conocida como la mayor

particulas Fi ___ ribesomas | generadora de radicales libres debido al

crestas
mitecondriales

consumo del oxigeno en su funcién de la
produccién de ATP (adenosin trifosfato),
ADNdiredar] por la fosforilacion oxidativa (figura 11.2)

(Fisher-Wellman y Bloomer, 2009; Powers

membrana membrana externa
interna

Figura. 11.2- La mitocomdria Yy Jackson, 2008; Finaud Yy cols., 2006).

En la célula, la mitocondria es un organulo clave en la produccion de
energia y también, de forma paralela en la generacion de radicales libres. Tiene
un funcionamiento autbnomo, capacidad de replicarse independiente de la
reproduccion celular por posee su propio mt ADN (acido desoxirribonucleico
mitocondrial) que regula el funcionamiento auténomo mitocondrial y la

codificacion genética de sus diferentes estructuras.
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La mitocondria tiene como principal funcion la sintesis de ATP a través
del transporte de electrones y de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Ademas
posee los enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), del catabolismo
de acido grasos (B-oxidacion) y

SISTEMA OXPHOS . : .
también ejercen un importante

papel en la inhibicion o ejecucion

de la apoptosis, es decir arbitran en
la vida o muerte de la célula de los

mamiferos (Figura 11.3).

Dos de los procesos

Figura. 11.3- Cadena de Transporte de Electron (CTE) fundamentales que se realizan en la
mitocondria son el ciclo de Krebs y la cadena de transportes de electrones que
utiliza el oxigeno como aceptor de electrones. Del 95% al 99% del oxigeno
consumido en la cadena respiratoria son reducidos a agua por la reduccion
tetravalente (ecuacidon-7 abajo descrita), catalizada por la coenzima Q (CoQ)
(Finaud y cols., 2006).

(7)- O, +4e + 4H" — 2 H,0

Segun (Hsin-Chen Lee y Yau-Huei Wei, 2005), alteraciones a nivel
intracelular de especies reactivas del oxigeno (EROs), se asocian con cambios
en la abundancia de las mitocondrias. Las mitocondrias, al sufrir dafios
inducidos por excesiva exposicion al estrés ambiental, o envejecimiento, se
activan para incrementar la produccion de la energia necesaria y poder reparar

los dafios de los componentes celulares. En esta situacién, se incrementa el
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namero de copias del ADN y la expresion de los genes de las vias
respiratorias. Cuando los dafios son reparados, vuelven a retomar un ciclo
celular de crecimiento normal. Sin embargo, cuando la tasa de generacion de
EROs, es excesiva y los dafios sobre estructuras mitocondriales son elevados
y no pueden ser reparados (dafios oxidativos de componentes intracelulares
como el ADN, ARN, proteinas y lipidos), puede inducir a la célula a entrar en
proceso de apoptosis.

Segun Beckman y Ames (1998) el sistema mitocondrial de transporte de
electrones, responsables de la reduccion de O, a H,O, esta formado por
envuelve 4 complejos multienziméaticos dependientes de un apropiado entorno
lipidico. Sin embargo el transporte de electrones mitocondrial no es 100 %
eficiente, y en varios puntos se puede producir una reduccion monovalente del
02 y producir O;". Seguidamente, parte del radical superéxido formado, puede
sufrir una dismutacién por la SOD para formar H,O,, significante subproducto
de la secuencia de reacciones oxidacion/ reduccion mitocondrial.

En la figura 1.4, se muestran los dos lugares de mayor produccion de

EROs, complejo | y complejo 111
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Figura. 11.4- Posible localizacion de formaciéon de EROs mitocondrial dentro de la CTE. b cyt= citocromo b;
CoQ= coenzima Q; CoQH,= coenzima Q,, reducida; CoQe-= coenzima Q,, oxidada; FeSR= proteina hierro-
azufre; NAD'= nicotinamida-adenina dinucleotideo oxidado; NADH= nicotinamida-adenina dinucleotideo
reducido; O, = ion superoxido. Tomada de Finaud et al (2006)

Powers y cols., (2011) en un estudio reciente difieren de lo que hasta ahora
se ha considerado respecto a la génesis mitocondrial del radical superoxidos,
aspectos que seran discutidos en capitulos siguiente donde relacionamos

estrés oxidativo y ejercicio.

2.1.3.2 Metabolismo de los acidos grasos peroxisomal

En la oxidacién de los acidos grasos, se genera H,O, como subproducto.
Los Peroxisomas poseen alta concentraciones de catalasa, lo que no queda
claro es si la filtracibon de H,O, desde los peroxisomas contribuyen

significativamente al estrés oxidativo citosolico en condiciones normales.
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2.1.3.3 Reaccidn citocromo P450

Es un complejo multienzimético cuya oxidasa final es una hemoproteina
denominada citocromo P450 (CYP). Este sistema se encuentra presente en
diferentes tejidos como el rifidon, pulmén, piel, intestino, corteza adrenal,
testiculos, placenta y otros, pero es particularmente activo en el higado.
Ademas de participar en el metabolismo de sustratos de naturaleza exdgena
como drogas, pesticidas, procarcindgenos, anestésicos, solventes organicos,
etc., participa en el metabolismo de sustratos enddégenos de importancia
biolégica como colesterol, &cidos biliares, hormonas esteroidales y é&cidos
grasos. En los mamiferos, el CYP se encuentra presente en la mitocondria 'y en
diversos tipos de membranas celulares, siendo particularmente abundante en
el reticulo endoplasmico liso (microsomas). La denominacién citocromo P450
proviene de la caracteristica de que esta hemoproteina en su forma reducida y
unida a monoxido de carbono, presenta un maximo de absorbancia a los 450
nm. Existen evidencias de que en su mecanismo de accion se generarian
especies reactivas de oxigeno como el anion superoxido (0O2e-) y perdxido de
hidrogeno (H202), ademas del radical libre sustrato (R¢) que al unirse a un
radical hidroxilo, generaria finalmente el producto hidroxilado (ROH)

(Beckaman y Ames, 1998).

2.1.3.4 Fagocitosis celular
Durante la fagocitosis, en fagosomas se genera una mezcla de
oxidantes y radicales libres, incluyendo O,’, H,O, NO’ e hipocloridricos. La

generacion de oxidantes por diferentes células inmunes a partir de las 3
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fuentes de radicales libres, esta en funcién de la magnitud de la patogénesis,

es una inmunidad innata normal e inevitable (Beckaman y Ames, 1998).

2.1.3.5 Xantina Oxidasa (XO)

Enzima responsable de la conversion de la hipoxantina a xantina y ésta
en acido uric. En situaciones homeostéticas actia como una deshidrogenasa
utilizando NAD® como receptor de hidrogeno, pero en situaciones de
isquemia/reperfusion o durante el ejercicio fisico exhaustivo, la XO puede
convertirse en una oxidasa oxigeno-dependiente, utilizando el oxigeno

adyacente como receptor de electrones, y generando radical superoxido.

2.1.3.6 Fosfolipasa A, (PLA2) muscular

Ubicada en el sarcolema de diferentes organulos, en el sarcoplasma vy
en el interior de los lisosomas, utiliza los fosfolipidos de las membranas para
sintesis de acido araquiddnico, sustrato para la accién de la ciclo-oxigenasa y
de la lipo-oxigenasa, para la formacion de prostaglandinas, leucotrienos y
tromboxanos. La produccion de ERO por la actividad de la PLA; es
particularmente acentuada por el ejercicio fisico (Galvan y cols., 2008).

Powers y cols. (2011), apuntan en recientes estudios que las formas de
PLA; calcio independiente, fueron mas determinantes para la actividad de la
ERO en condiciones de reposo, mientras que durante la contraccién
muscular, el estrés por el calor u otros procesos que incrementen el calcio
intracelular, la actividad de la PLA, calcio dependiente en la produccion de

EROs es superior.
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2.2 Sistema de Defensas Antioxidantes

2.2.1 Definiciones

El oxigeno es esencial para la vida del ser humano, para la obtencién de
energia. Sin embargo, y debido al potencial téxico del oxigeno, se hacen
necesarios sistemas de defensa antioxidante para proteger y mantener la
supervivencia celular de los tejidos frente a los efectos negativos de los EROs.
El antioxidante tiene la capacidad de ceder un electron de hidrogeno a un
radical libre para dejarlo estable, sin transformarse en moléculas inestables.

Finaud y cols., (2006) definen los antioxidantes como substancias que
ayudan reducir los efectos negativos del estrés oxidativo, bien por la formacion
de un radical menos activo o por frenar la cadena de interacciones de radicales
libres sobre sustratos como proteinas, lipidos, hidratos de carbono y ADN. Para
Galvan y cols. (2008), los antioxidantes son cualquier substancia que a bajas
concentraciones y en presencia de un sustrato oxidable, retrasa, previene la
oxidacién del mismo, inhibiendo la tasa de oxidacion.

Los antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos trabajan en conjunto y
de forma organizada en diferentes sitios (fibras musculares, organulos,
mitocondria, espacios extracelular y vascular, etc.) con el objetivo de proteger
la célula del dafio oxidativo durante el aumento de produccion de EROs. Para
esto, utilizan diferentes estrategias como: convertir los EROs en moléculas

menos reactivas y evitar que se transformen en formas mas perjudiciales,
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minimizando la disponibilidad de pro-oxidantes como hierro y cobre (Powers y

Jackson, 2008).

2.2.1.1 Clasificacion de los antioxidantes

Los antioxidantes pueden ser clasificados siguiendo varios criterios:
funcion y accion predominante (antioxidantes de prevencion, de intercepcion y
de reparacion), localizacién organica (intracelulares y extracelulares) y su
origen (antioxidantes exdgenos provienen de la dieta o antioxidantes

endogenos de sintesis enddgena) (tabla 11.2).

Extracelulares

Prevencion Prevencion Prevencion
Zinc Albumina Glutation Peroxidasa
Selénio Bilirrubina Superdxido Desmutasa
Ceruloplasmina Catalasa
Ferritina Glutation Reductasa
Intercepcién Mioglobina Intercepcidn
acido Ascorbico Haptoglobina Glutation
Alfa-tocoferol Acido Urico
Carotenos Coenzima Q
Reparacién
Metaloenzimas

Tabla. 11.2- Esquema de antioxidantes segtin origen, localizacion y mecanismos de accion.
Modificada de Ferreira et al (2007).

2.2.2 Antioxidantes Enzimaticos

Los enziméticos son proteinas de bajo peso molecular, que minimizan el
dafio oxidativo al catalizar las reacciones quimicas y eliminar los radicales
libres en células y tejidos. Pueden ser sintetizados por la activacion redox de
genes especificos, principalmente porque afectan a la union de factores de

transcripcién en el ADN (Berzosa y cols., 2011).
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2.2.2.1 SOD - Superéxido Dismutasa

La SOD esta en la primera linea de defensa frente el estrés Oxidativo.
Constituye un grupo de enzimas que catalizan la dismutacién del radical
superoxido, transformandolo en oxigeno y peréxido de hidrégeno.

20,7+ 2 H+ 20, H,0,+0,

En mamiferos se expresan tres isoformas: SOD1, SOD2, SOD3 y todas
exigen una activacion redox de los metales de transicion en el sitio activo, para
su actividad catalitica sobre el anion superoxido (tabla 11.3). SOD1 requiere
cobre-zinc como cofactor y est4d ubicado en el citosol y en el espacio
intermembrana de la mitocondria. SOD2 usa magnesio como cofactor y se
encuentra en la matriz mitocondrial y SOD3 utiliza cobre-zinc y esta localizado

en el espacio extracelular, Powers y Jackson, 2008).

Propiedad SOD 1 SOD 2 SOD 3
Localizacidn celular Citosol y mitocondria IMS Matriz mitocondrial Extracelular
Metal/monoméro 1Cu,1Zn 1 Mn 1Cu,1Zn
Masa molecular, Kda 32.5 24.7 30
Subunidad Dimero Tetrdmero Tetramero
Inhibicion por CN Si No Si
Inhibicién por H,0, Si Si Si
Tasa de velocidad para
reaccién con O, 0.62x10° 1.2x10° 0.72x10°

Tabla. 11.3-Propiedades de las isoformas SOD en humanos. Tomada de Powers y Jackson (2008).

La actividad total de la SOD en musculo es inferior a la del higado y
rifones, semejante a la del cerebro, corazén y pancreas y superior a la de los
eritrocitos. En el musculo esquelético, del 15 a 35% de la actividad total esta
localizada en las mitocondrias y el restante (65 a 85%) en el citosol. La
capacidad total de esta enzima varia con las caracteristicas histoquimicas del

musculo-esquelético, siendo los musculos con mayor porcentaje de fibras
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oxidativas los que poseen mas cantidad de esta enzima. (Ferreira y cols.,

2007).

2.2.2.2 CAT - Catalasa

Enzima ferropofirinica intracelular, est4 presente en la mayoria de las
células de organismos aerobios, particularmente en peroxisomas (80%) y
citosol y en bajas concentraciones o ausente en el plasma. Actla convirtiendo,
H,0; intracelular en H,O y O,

2H,0 _“AT, 2H,0+ 0,

La Catalasa también puede utilizar H,O; con el fin de eliminar algunas
sustancias a través de una reaccion de la peroxidasa. Esta reaccion necesita
un sustrato, tal como fenol, alcohol (etanol) o acido férmico. Tiene menos

afinidad con H,O, a bajas concentraciones comparado con la GPX.

H,0, + H,A (sustrato) ﬂ» 2H,0+A

2.2.2.3 GPX - Glutation Peroxidasa

Se localiza en las mitocondrias y en el citosol, aproximadamente en un
55% y 45% respectivamente, del musculo esquelético. Posee una localizacion
préxima a las diversas fuentes de generacion de hidroperéoxidos, siendo uno de
los principales neutralizadores de estas especies moleculares. Su correcto
funcionamiento depende de la presencia de selenio en su constitucion.

Su funcion es transformar hidroperéxidos en agua, usando glutation

reducido (GSH) para formar glutatiéon disulfuro oxidado (GSSG).

GPX

H.O, + 2 GSH— GSSG + 2 H,0
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Segun (Powers y Jackson, 2008), son numerosos los estudios que
confirman que el entrenamiento de resistencia aumenta la actividad de la GPX

en el masculo esquelético tanto en citosol como en mitocondrias.

2.2.2.4 GR - Glutation Reductasa

Es una flavoproteina, que no posee caracteristicas antioxidantes
directas, aunque es muy importante para el mantenimiento de poder reductor
requerido en los procesos de oOxido-reduccion. Catalizan la reduccién del
NADPH que aprovecha para pasar GSSG a GSH, por lo que es esencial en el

mantenimiento de los niveles 6ptimos de glutation reducido.

Myofibrils

ell membrane

Blood Vessel

£ 2

— Vitamin E
+—— | Carotenoids
+——| Glutathione
e : — Urate
Glutathione ase
" GPX «——| Bilirubin
Catalase Glutathione s :
— — Vitamin C
Sob1 +——=| a-Lipoic Acid
cpx Mitochondrion
SOD1 Vitamin C  a-Lipoic Acid [
Vitamin E

Carotenoids

Figura. 11.5- Lugar especifico de la accion de cada antioxidante (enzimatico y no enzimatico).
Tomada de Powers y Jackson (2008).
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- Lactoferrina, Transferrina
_ Ferritina, Ceruloplasmina

Peroxidacion
Lipidica

Oxidacion del
ADN y ARN

Oxidacion
Proteica

Figura. 11.6- Accion de los antioxidantes en los radicales libres. SOD-Superéxido Dismutasa; GR- Glutation
Reductasa; GSH y GSSG- Formas reducidas y oxidada de la gulatatién; CAT- Catalas; ADN-Acido
desoxirribonucleico; ARN- Acido Ribonucleico. Tomada de Ferreira et al (2007).

En las figuras 11.5 y 11.6 se observan la localizacion celular de los

antioxidantes y su accion integrada.

2.2.3 Antioxidantes No Enziméticos

Los organismos aerobios poseen, ademas del sistema de defensas
antioxidantes enzimaticos, otras substancias antioxidantes no enzimaticas, las
llamadas lipofilicas (vitaminas E, b-caroteno, ubiquinona y ubiquinol y
flavonoides) y las hidrofilicas (vitamina C, y GSH). Todas actian en la

interceptacion de las ERO.

2.2.3.1 GSH - Glutation

Principal antioxidante enddégeno de caracter no enzimatico. Es un

compuesto peptidico de la familia de los tioles, muy importantes en las
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defensas antioxidantes del miocito, por lo tanto de gran interés durante la
actividad fisica.
Actla de tres formas:
a- reaccionando directamente con diferentes radicales libres cediendo
electrones;
b- en la reaccion antioxidante, siendo sustrato para la glutation peroxidasa;
c- reduciéndose a las formas oxidadas y reciclando otros compuestos
como las vitaminas C y E, aumentando asi el poder de estos

antioxidantes.

Segun Fernandez y cols. (2009), varios estudios muestran que el
contenido muscular de GSH se incrementa en respuesta a la practica regular

de ejercicios de resistencia a alta intensidad (>80% VO2uax).

2.2.3.2 Vitamina E (Alfa Tocoferol)

Antioxidante liposoluble muy abundante en la naturaleza, encontrandose
en varias formas (alfa, beta, gama y delta), de las que el a tocoferol es la mas
activa y abundante. Est4 presente en el aceite de oliva virgen y es el
antioxidante de membrana mas eficaz que se conoce. Interviene de diferentes
modos: Interacciona con numerosos antioxidantes como: vitamina C, GSH, 3
caroteno o acido lipoico; activa la reduccion del citocromo C; y reduce el NADH
(todavia no esta claro su metabolismo en la cadena respiratoria); disminuye la
fluidez de la membrana, altera la permeabilidad al fosfato y adicionalmente
puede afectar al metabolismo de AMPc, previniendo la peroxidacion del acido

araquidonico a prostaglandinas (Galvan y cols., 2008).
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Otras vitaminas tienen la capacidad de regenerar la vitamina E (glutation
0 ascorbato), cuando esta en la forma oxidada. La deficiencia de vitamina E

aumenta el estrés oxidativo y la fatiga (Finaud y cols., 2007).

2.2.3.3 Vitamina A (Retinol)

Vitamina A es liposoluble y estd presente en muchas substancias
lipidicas. Previene la peroxidacion lipidica interactuando con los radicales
peroxilos. Sus formas activas son el retinol, el retinal y el acido retindico,
sustancias que se acumulan en el organismo y en altas dosis pueden ser
potencialmente toxicos. Los efectos de la vitamina A se potencian en presencia
de vitamina E, este efecto es maximo en una proporcién 1:10(retinol:tocoferol),
gue es precisamente la proporcion que mantienen estos compuestos en las

membranas de las células biologicas (Niki y cols 1995).

2.2.3.4 Carotenos

Muy abundante en la naturaleza y muy importante en la dieta humana. Al
ser liposoluble esta presente en membranas celulares. Actian como agentes
fotoprotector frente a los efectos perjudiciales de las radiaciones solares, del
propio oxigeno y de los pigmentos fotosensibilizadores (Galvan y cols., 2008).

El B caroteno es convertido en vitamina A cuando el cuerpo lo necesita.
Todavia su mecanismo de accién no esta claro in vivo, pero tiende a desactivar
las EROs (oxigeno singlete y radicales de lipidos) y reducir la peroxidacion

lipidica. Aunque menos importante que la vitamina E en el sistema
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antioxidante, el - caroteno y la vitamina A, conjuntamente con las vitaminas C

y E protegen las células de las EROs (Finaud y cols., 2006; Frei, 1994).

2.2.3.5 Vitamina C o Acido Ascérbico

La Vitamina C es un compuesto altamente polar, soluble en agua e
insoluble en medio lipidico. Es probablemente el antioxidante mas importante
en fluidos extracelulares y en el citosol. Puede actuar como agente reductor de
hidroxilacibn o reacciones de oxido-reduccion, capaz de neutralizar los
radicales superdxido, hidroxilo y lipohidroperéxido y formar radical semihidro-
ascorbato, que posteriormente es reducido por el ascorbato. También es capaz
de ejercer un papel antioxidante de manera indirecta, mediante la regeneracion
del alfa-tocoferol (Galvan y cols., 2008; Finaud y cols., 2006).

Se requiere para la sintesis de colageno, de noradrenalina, de carnitina
e incluso, algunos estudios sugieren que esta implicada en el metabolismo del
colesterol a &cidos biliares, lo cual a su vez tiene implicaciones en los niveles
de colesterol en sangre (Simon & Hudes, 2000).

La vitamina C protege relativamente a las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) contra la oxidacién y, por lo tanto, pude disminuir la progresion de
ateroesclerosis (Frei, 1994).

Altas concentraciones pueden tener efecto prooxidante en presencia de
metales de transicibn como hierro y cobre y conducen a generacion de radical
hidréxilo, por la reaccion Fenton (Frei, 1994; Durackova, 2010).

La figura II.7 muestra las propiedades antioxidantes y el potencial

prooxidante del 4cido ascobico.
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Figura. I11.7- Propiedades pro y antioxidantes del acido ascérbico. Tomada de (Durackova, 2010).

2.2.3.6 Coenzima Q1o (Ubiquinol)

Coenzima Qo tiene doble papel en la mitocondria, la primera es ser
portador de electrones en la cadena transportadora mitocondrial y la segunda
es la de antioxidante, con la capacidad de bloquear la accién de radicales libres
y regenerar otros antioxidantes oxidados como la vitamina C y E. (Quiles y
cols., 1998).

Ademas de los efectos beneficiosos de la coenzima Qi en
enfermedades cardiovasculares, cancer y en células envejecidas o apoptoticas,
actlia como mediador de expresion génica y proteica en musculo. En este
caso, la Q0 actia como prooxidante dando lugar a O,” que se convierte en
H,O, por la SOD. El H,0O, actuaria como segundo mensajero en la expresion

genética (Finaud y cols., 2006).
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2.2.3.7 Otros Antioxidantes

Segun Galvan y cols. (2008), en los ultimos afios se han descubierto
numerosos compuestos antioxidantes, con una accién comprobada in vitro
aunque no del todo in vivo. En plasma podemos enumerar varias moléculas
proteicas no enzimaticas como: ceruloplasmina, transferrina, albumina,
haptoglobina y hemopexina. Hay también un grupo de pequefias moléculas con
accion antioxidantes como: el acido Urico, bilirrubina, licopeno, luteina,

zeoxantina, polifenoles, vitamina K entre otros.

41 | Silvana Nobrega Gomes



) UGR | capitulo Il
MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO COMO HERRAMIENTA PARA OPTMIZAR LA INTENSIDAD DEL

ENTRENAMIENTO DE NADADORES EN HIPOXIA FRENTE A NORMOXIA
Antecedentes Bibliograficos

2.3 Estrés Oxidativo

2.3.1 Definicion

El Estrés oxidativo fue definido por (Sies, 1985) como la condicién de
desequilibrio existente entre la accion de prooxidantes (radicales libres) y la de
los sistema de defensa antioxidantes, prevaleciendo la accion de los primeros.

En nuestro organismo se producen radicales libres (RL), agentes del
estrés oxidativo, de forma natural, procedentes mayoritariamente del proceso
de obtencion de energia a través de la cadena respiratoria. Es un proceso
necesario y continuado, porque vivimos en ambiente oxigenado y oxidante en
el que el oxigeno representa el 20% de la atmosfera y es esencial para la vida.

Segun (Beckman & Ames, 1998), el O, es el mas importante oxidante
en los organismos aerobios. Posee 2 electrones desapareados en diferentes
orbitales moleculares y espines paralelos, como consecuencia acepta los
electrones de uno en uno y por lo tanto en presencia de metales de transmision
libre (en especial hierro y cobre), generan O, y H,O, En conjunto puede
generar radical hidroxilo (OH), extremamente reactivo, que se supone es la
especie responsable de originar el mayor dafio oxidativo sobre las moléculas
oraicas.

Alessio y cols. (1993), definid estrés oxidativo como la accion lesiva de

los radicales libres sobre las moléculas orgéanicas.
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2.3.2 Dafos oxidativos a las estructuras celulares
Al ser el radical libre una especie altamente inestable, busca su
estabilidad por vias de interacciones especificas, principalmente a fosfolipidos

de membranas celulares, proteinas y ADN nuclear y mitocondrial.

2.3.2.1 Oxidacion de los Lipidos

Fernadez y cols., (2009) definié la peroxidacion lipidica como un proceso
degenerativo que ocurre en condiciones de estrés oxidativo, dafiando las
membranas celulares, lipoproteinas y otras estructuras que contienen
fosfolipidos insaturados, gluco-lipidos y colesterol.

La peroxidacion lipidica lleva a la ruptura de lipidos y formacion de una
gama de productos oxidativos primarios como, dienos conjugados,
hidroperoéxidos lipidicos y secundarios como productos de oxidacién incluyendo
MDA (malonildialdehidos), F2- isoprostano o pentanos, etanos o hexanos
expirados. Hay tres etapas en la cadena de reaccién de la peroxidacién lipidica:
iniciacién, propagacion y terminacion. Después del iniciado el proceso
oxidativo, éste se propaga hasta que dos radicales libres reaccionan entre si y
de esta forma finalice el proceso. Esto significa que un Unico evento de
iniciacion puede desencadenar una amplia reaccion de peroxidacion lipidica
hasta que se agote la disponibilidad de oxigeno y/o de &cidos grasos

polinsaturados no oxidados (Galvan y cols., 2008).
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2.3.2.2 Oxidacion de Proteinas

Las proteinas, por su abundancia en sistemas biolégicos, son el mayor
objetivo de las especies reactivas del oxigeno y nitrogeno (ERON).
Calculandose que pueden ser dianas con el 50-75% del ERON generado
(Fisher-Wellman & Bloomer, 2009).

Los dafios oxidativos a proteinas pueden ocurrir directamente por
interaccion con la ERON, o indirectamente por la interaccion con productos
secundarios (resultado de una interaccion de un radical con un lipido o una
molécula de azucar). Los EROs, producen alteraciones en varias regiones de la
proteina, conllevando a modificaciones en su estructura, agregaciones intra e
intercatenarias y fragmentacién proteica.

La modificacién de la proteina causa la formacion de grupos carbonil
dentro de la cadena de aminoacidos. Las proteinas oxidadas se catabolizan
con el fin de reciclar aminoacidos, pero el sub producto carbonil no puede
entrar en este proceso, por lo tanto, inducen un bloqueo de la proteolisis y una
acumulacién de proteinas oxidadas. La renovacion de proteinas, la
transcripcion genética y la integridad celular se redujo en situaciones de estrés
Oxidativo. Los EROs también tienen la capacidad de alterar el sistema
lisosomal y de proteasomas, dos vias principales por las cuales las proteinas
se degradan. Los aminoacidos mas frecuentemente alterados son la histidina,
la prolina, la lisina y la arginina. La vulnerabilidad de la proteina ante la accién
de EROs, depende por tanto de su composicion aminoacidica y de la
accesibilidad de las especies oxidantes a los aminoacidos mas reactivos Las

proteinas pueden ser oxidadas durante situaciones proinflamatorias, ejercicio
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fisico o isquemia-reperfusion (Finaud y cols., 2006; Fisher-Wellman & Bloomer,

2009; Gélvan y cols., 2008).

2.3.2.3 Oxidacion del ADN

La actuacion de EROs sobre el ADN, produce un aumento del nimero
de mutaciones, entrecruzamientos, roturas en las cromatidas o pérdidas de
fragmentos cromosomicos, dando lugar a la fragmentacién y modificaciones
oxidativas en las bases puricas y pirimidicas (Galvan y cols., 2006).

Finaud y cols. (2006), observaron que los EROs son los causantes
mayoritarios de las roturas del ADN. El sistema de reparacion del ADN es
continuo, pero esta capacidad se puede ver desbordada, oxidando el ADN e
incrementando la mutagénesis. Esto contribuiria en la aparicién de algunos
tipos de cancer y acelerando el envejecimiento celular. Diferentes fuentes de
dafio al ADN son resultado de: tabaquismo, inflamaciones cronicas y

envejecimiento de la mitocondria que aumenta con el ejercicio fisico.

2.3.3 Estrés oxidativo y el ejercicio
2.3.3.1 Efectos de EROs en los sistemas bioldgicos tras ejercicio fisico

Los efectos beneficiosos y la importancia de la actividad fisica son
conocidos, aceptables y muy divulgados de forma general, como agente de la
prevencion de enfermedades clasicas (cardiovasculares, tension arterial,
diabetes y otros) y parte de habitos saludables de vida. También es conocida la
relacion directa del ejercicio en la produccion de RL. Se estima que entre el 2y

el 5% del total del oxigeno consumido se reduciria monovalentemente e
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implantaria la accion de los ERO. Sin embargo, durante el ejercicio fisico, con
el aumento de la demanda energética y del consumo de oxigeno, esta tasa
podria aumentar entre 15 y 20 veces con respecto a la condicién de reposo.
Ademas, tanto factores enddgenos (sexo, edad, potencial genético) como
exdgenos (duracion, intensidad, frecuencia y tipo de ejercicio), determinarian la
severidad del estrés y las respuestas adaptativas del sistema bioldgico
(Antunes y cols., 2005).

En la Figura 11.8 se observa el esquema simplificado de la relacion entre
la actividad fisica aguda y/o regular frente a la produccion de radicales libres,

oxidacion lipidica y antioxidantes. (Arquer y cols., 2009).
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Figura. Il. 8- Formacion de radicales libres via actividad fisica. Tomada de Arquer (2009).

Durante el ejercicio la formacion de EROs es proporcional a actividad de
la cadena respiratoria, pero no siempre es proporcional al VO,. La produccién

de EROs dentro de la cadena, cambia de acuerdo con la necesidad de ATP,
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VO,, temperatura central y otros parametros que varian con la actividad fisica
(Finaud y cols., 2006).

Numerosos autores han considerado a la mitocondria la principal fuente
de EROs en las células musculares, indicando que del 2 al 5% del total del
oxigeno consumido por las mitocondrias pueden someterse a una reduccion
monovalente de electrones con la generacién de superoxido (Powers y cols.,
2011). Se han identificado a los complejos | y Il de la CTE como sitios
primarios de la produccion de radical superdxido en mitocondrias, lo que
supone que el aumento en las fibras musculares durante la actividad contractil
esta directamente relacionado con el elevado consumo de oxigeno que se
produce por aumento de la respiraciéon mitocondrial. Esto implica un aumento
de 50 a 100 veces de la produccion de superéxido en el misculo esquelético
durante la contraccion aerdbica. Sin embargo crecen las evidencias en contra
de esta conclusion, pues nuevos datos indican que la tasa de produccién de
superéxidos mitocondriales es considerablemente menor que las estimaciones
iniciales. Brand & cols. (citado por Powers, 2011), estiman en menos del 0,15%
de oxigeno consumido formaria superéxidos. Ademas, también crece la
evidencia de que las mitocondrias producen mas EROs en el estado 4 (basal)
en comparacion con la respiracion activa del estado 3. Estos resultados no
apoyan el concepto de que las mitocondrias son las principales fuentes de
produccién de EROs en el musculo esquelético durante el ejercicio.

Durackckova (2010), comparte esta idea, reiterando que los superéxidos

son producidos en la mitocondrias en los estados 3 y 4, y que solamente cerca
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de 10% de todo superéxido producido en la célula muscular provienen de la
cadena respiratoria.

Segun Powers y cols. (2011), el radical superoxido es generado por la
transferencia de electrones de la NADPH oxidasa al oxigeno. En el musculo
esquelético la NADPH oxidasa se localiza en las fibras musculares (reticulo
sarcoplasmatico, tabulos transversales y sarcolema), la cual, inducida por el
ejercicio produciria EROs. La produccion de EROs derivada de la accién de
esta enzima en musculo, probablemente tiene propdsitos fisiolégicos, como son
la liberacion del calcio por el reticulo sarcoplasmatico y su actividad
incrementada por la despolarizacion.

En la figura 11.9, tomada de Powers y cols. (2011), se ilustra los sitios de
la fibra muscular esquelética capaces de producir especies reactivas del

oxigeno.
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Figura. 11.9- Fibra muscular esquelética y produccion de EROs. Tomada de (Powers y cols., 2011).
Durackova (2010) resume la situacion del estrés oxidativo como una

interferencia significativa en los procesos de oxidacion-reduccién de los

48 | Silvana Nébrega Gomes



) UGR | capitulo Il
MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO COMO HERRAMIENTA PARA OPTMIZAR LA INTENSIDAD DEL

ENTRENAMIENTO DE NADADORES EN HIPOXIA FRENTE A NORMOXIA
Antecedentes Bibliograficos

organismos celulares, cambiando el estado redox de la célula. Este cambio
estimula o inhibe la actividad de diversas proteinas, lo que cambiaria a su vez
las distintas vias de sefalizacion celular. EI Ambiente oxidativo favorece la
apoptosis y/o necrosis celular mientras la disminucion del medio oxidativo

favorece la supervivencia de la célula (figura 11.10).
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Figura. 11.10- Estrés oxidativo y el destino de las células. Tomado de
Durackova (2010).

2.3.3.2 Puntos positivos y negativos de formacion de radical libre

Finaud y cols. (2006), en un estudio de revision, sefialan los efectos
positivos y negativos de los ERO. Juegan una importante funcién durante los
procesos inflamatorios causados por el ejercicio, particularmente por ejercicios
intensos y traumaticos como ejercicios excéntricos. Actlan en la biogénesis
celular como mensajeros o modificadores del estado oxidacion-reduccion
(redox). Participan en la activacion de enzimas con la desintoxicacion de
drogas o en facilitacion de replecién de glucégeno. Aun asi, los efectos
negativos son de consecuencias extremamente importantes, pues afectan el

tamafo y forma de las células, pueden inducir apoptosis, provocar inflamacion,
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alterar su funcion y llevar a largo plazo a patologias degenerativas como
Céancer, Alzheimer, Parkinson o envejecimiento celular.

Durackova (2010) también est4 de acuerdo con el doble papel de las
EROs y sugiere que, en ciertas condiciones fisiologicas, se hace necesaria una
determinada cantidad de radicales libres, no siendo beneficioso, en este caso,
la completa supresion de los mismos.

En la figura Il.11 se muestra un esquema de este complejo proceso

fisioldgico, sus causas e impacto en el organismo.
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Figura. 11.11- Esquema del Estrés Oxidativo, causs y consecuencias. Tomado de Durackova (2010).

Aun, no queda claro si la produccién de EROs inducida por el ejercicio y
el subsiguiente dafio oxidativo, representan una funcion fisiolégica necesaria
para induccién de adaptaciones de los mecanismos de defensa antioxidante y

a otros parametros fisiol6gicos que conducen a la mejora de la salud. En tal
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caso, se puede asociar la actividad fisica regular con la disminucion del riesgo
de enfermedad y aumento en la expectativa de vida. Sin embargo, la
produccién excesiva de dafio oxidativo, a través de ejercicio de larga duracion
o el exceso de entrenamiento, puede superar el nivel 6ptimo mencionado, lo
gue conllevaria a dafios irreparables que podrian desarrollar o favorecer la

progresion de enfermedades ya citadas.

2.3.3.3 Estrés oxidativo y el ejercicio en diferentes situaciones

En las dltimas décadas se ha cambiado la idea de que la produccién de
EROs durante el ejercicio era de exclusividad mitocondrial, por un concepto
mas amplio donde hay participacion de diferentes fuentes metabdlicas.
Destacan aspectos importantes que se deben tener en cuenta como las
caracteristicas del propio ejercicio: intensidad y duracién, tipo de contraccion
muscular y las condiciones ambientales en la que se entrena, dieta,
temperatura y presion del oxigeno. El conjunto de estos factores pueden
potenciar y conducir a dafio molecular y consecuentemente a estrés oxidativo
(Fernandez y cols., 2009).

Las vias de generacion de las EROs durante el ejercicio son: respiracion
mitocondrial (cadena de transporte de electrones), metabolismo de
prostanoides, auto oxidacion de catecolaminas y actividad enziméatica variada
(NADPH oxidasa y xantina oxidasa) en situaciones de isquemia/reperfusion,
entre otras, ya explicadas en el capitulo anterior. Sin embargo, hay que tener

en cuenta que la generacion de EROs durante la practica de ejercicio, depende
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del tipo de ejercicio (aerobio o anaerobio), de la intensidad y de la duracion del

ejercicio, consumo de oxigeno y del estrés mecanico impuesto a los tejidos.

2.3.3.4 Estrés oxidativo y ejercicio ocasional

En franca oposicion a los efectos beneficiosos del ejercicio crénico, el
ejercicio fisico agudo ocasional y exhaustivo, igualmente induce a alteraciones
organicas, especialmente cuando los diferentes tejidos, 6rganos o sistemas no
hubieran sido adaptados para soportar, sin grandes alteraciones
homeostéasicas, los diferentes tipos de cargas y el aumento del estrés mecénico
gue les son exigidos (Ferreira y cols., 2007).

Segun Arquer y cols. (2009), hay una diferencia entre el musculo
entrenado y el no entrenado. Por un lado hay una mayor utilizacion de acidos
grasos en el musculo entrenado durante la actividad fisica. El entrenamiento
induce un aumento progresivo de la utilizacion de grasa de los depdsitos
intramusculares y una reduccion de la utilizacién de hidratos de carbono.

La actividad fisica regular es reconocida como una forma de generacion
de estrés y la exposicion cronica a ella la lamamos entrenamiento fisico. Con
€l se producen adaptaciones fisiolégicas, en respuesta al aumento de los
radicales libres y establecen un papel protector en la prevencion de

enfermedades (Schneider y Oliveira, 2004).

2.3.3.5 Estrés oxidativo y ejercicios aerdbicos
En la década de los 80 aparecié el primer estudio relacionando el

ejercicio con el aumento de EROs (Davies y cols., 1982), lo que desencadend
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una serie de investigaciones que analizaron el estrés oxidativo y el ejercicio,
utilizando en la metodologia ejercicios aerdbicos (carrera, ciclismo y natacion).
Se esperaba encontrar una relacion directa del ejercicio aerdbico y el aumento
del vo, con el incremento en la produccion de los radicales libres. Sin embargo
este fendbmeno no ocurrié en bajas intensidades (<50% VO, max). En estos
casos la capacidad antioxidante no es excedida y por lo tanto no aparece dafio.
Numerosos estudios muestran un aumento de la actividad enzimatica
antioxidante (SOD, CAT y GPX), en sangre o en tejidos, tras ejercicio aerobico,
y esta adaptacion suele ocurrir muy rapido. Sin embargo, el aumento de la
actividad enzimatica antioxidante no es proporcional a la intensidad del

ejercicio (Finaud y cols., 2006).

2.3.3.6 Estrés oxidativo y ejercicios anaerobicos

En este tipo de actividades fisicas, en las que hay un rotundo predominio
de la intensidad sobre la duracién, la produccion de radicales libres estaria
relacionado con las situaciones de hipoxia-reperfusion (Xantina oxidasa) a la
gue se someterian determinados grupos musculares durante contracciones
maximas y mantenidas. Sin embargo, un importante aumento de &cido lactico,
acidosis, catecolaminas e inflamacion post-ejercicios, caracterizados en
ejercicios maximos, son otros factores que podrian aumentar la produccién de
radicales libres (Finaud y cols., 2006).

Fernandez y cols. (2009), indican los ejercicios de corta duracion y muy
intensos inducen mayor redistribucion del flujo sanguineo hacia musculo,

corazén y cerebro, provocando periodos de hipoxia a otros érganos como los
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rifones, el bazo y el higado, hasta que finalice la contraccion muscular y los
tejidos hipdxicos vuelvan a recibir de forma brusca el flujo sanguineo. Estos
tejidos activan el sistema xantina oxidasa (XO) que forma O,  en presencia de
oxigeno. En los tejidos no hipdxicos este sistema se encuentra en la forma de
xantina deshidrogenasa (XD), involucrado principalmente en la formacion de
acido urico, pero facilmente convertido a xantina oxidasa durante los episodios
de isquemia-reperfusion.

Fisher-Wellman & Bloomer (2009) sugieren que el ejercicio anaerdbico

agudo es un estimulo suficiente para aumentar la formacién de EROs.

2.3.3.7 Estrés oxidativo y diferencias de género

Entendemos que las respuestas fisiolégicas de hombres y mujeres
responden de forma similar al ejercicio, pues sus funcionamientos son
semejantes. Aun asi, varios estudios muestran diferencias entre atletas
hombres y mujeres de semejantes condiciones (edad, nivel de entrenamiento)
sometidos a la misma situacién, lo que despierta la atencidon para estudiar
estos cambios.

Algunos estudios afirman que las mujeres poseen una desventaja en la
respuesta al estrés oxidativo por la baja ingesta de hierro. El estado
inadecuado de hierro puede reducir la performance del ejercicio, via
agotamiento del almacenamiento de hierro y consecuentemente disminuir los
niveles de hemoglobina. Algunos estudios muestran que anemias y deficiencia

de la eritropoyesis estan asociadas con aumentos del estrés oxidativo.
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Dopsaj y cols. (2010), apuntan a la menstruacion y a una nutricion
desajustada como factores responsables de las diferencias de parametros
hematoldgicos femeninos, indicando que la ingesta inadecuada de hierro puede
haber sido la principal causa de pérdida de rendimiento de las atletas.
Investigaron en un periodo pre competitvo a 138 atletas hombres (12
karatecas, 12 luchadores, 11 kik-boxer, 8 remeros y 12 jugadores de voleibol) y
mujeres (32 voleibol, 12 karate y 15 nadadoras) divididos por grupos
metabdlicos aerobios, anaerobios y mixtos, con el objetivo de comparar los
parametros de estrés oxidativo especificos de género. Analizaron ROOMS,
SOD, LOOH, PAB, O, AOPP y concluyeron que las atletas femeninas son
mas susceptibles al estrés oxidativo que los hombres, debido a diferencia de
los niveles de ferritina entre los sexos.

Otra linea de investigacidon es justamente contraria a la primera, donde
estudian una supuesta ventaja de las mujeres cara los hombres, debido a la
accion de una hormona femenina (178 estradiol), minimizando dafios
oxidativos.

Tauler vy cols. (2008), partieron de la hipétesis de que la diferencia
podria ser atribuida a la hormona sexual femenina (178 estradiol), investigaron
en ambiente de normoxia los dafios oxidativos y las respuestas
antioxidantes ocurridas en una sesion de natacion, comparando la influencia
de género entre 15 chicos (16.1+0.5 afios) y 8 chicas (14.7+0.2 afos).
Analizaron la concentraciéon plasmatica de [p-estradiol, vitamina E, retinol,

carotenos, ascorbico, concentracion de malonaldehidos y el indice de
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carbonilos. Llegaron a la conclusién de que los dafos oxidativo inducidos
por una sesion de natacibn son mayores en los nifios que en nifias.

Ferrer y cols. (2008), estudiaron los mecanismos oxidantes vy
antioxidantes en neutréfilos y linfocitos de nadadores tras una sesion de
natacién intensa y concluyeron que no se afecta directamente la expresion en
los linfocitos, a pesar de observar una correlacion entre el ejercicio y el sexo,
apoyandose en los datos de que las mujeres presentaban mejor estado
antioxidante que los hombres.

Kerksick y cols. (2008), también focalizaron su estudio en la hormona
femenina 17 estradiol (E;), por poseer potentes propiedades antioxidantes y
evaluar su efecto sobre el dafio muscular inducido por el ejercicio. Ocho
hombres y ocho mujeres participaron en el estudio y fueron sometidos a un test
de fuerza dinamica maxima, usando una maquina de extensores de rodillas
isotdnica, cada sujeto realizé 7 series de 10 repeticiones a 120% de 1RM, con
15s de descanso entre las repeticiones y 3min entre las series. En muestras
sanguineas y biopsias musculare analizaron, entre otros, lactato
deshidrogenasa (LDH), concentraciones de E,, contenido de DNA total,
cuantificacion de proteinas intramuscular, apoptosis mitocondrial y
citoplasmatico. Concluyeron que la diferencia de género después del ejercicio
excéntrico puede estar relacionada con cambios en la actividad de apoptosis
secundaria, cambios de dafio muscular y asociado a cascada inflamatoria.
Sefalan la necesidad de mas estudios con la finalidad de aclarar a fondo el
potencial femenino para una mayor proteccion contra el estrés oxidativo

enddgeno.
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Existe una discrepancia en la literatura cuando se habla de las diferencia
de género respecto a respuestas al estrés oxidativo, debido a los diferentes
tipos de intensidades, estado hormonal y métodos de determinacion
andrdgeno. Algunos estudios atribuyen como punto clave en la diferencia en la
produccién de estrés oxidativo entre hombres y mujeres, a la produccion de
testosterona en los hombres aumentando el estrés oxidativo y de estrégenos
en mujeres que lo disminuirian (Mestre-Alfaro y cols., 2011).

Sureda y cols. (2008), evaluaron las diferencias de género respecto a las
respuestas al ejercicio intenso y al aumento del estrés oxidativo. Participaron
en el estudio 15 hombres y 9 mujeres, en una sesion de natacion a 75 -80% de
la capacidad méaxima. Concluyeron que las mujeres parecen estar mas
protegidas frente el estrés oxidativo inducido por una sesion de natacion que
los hombres. Bloomer y cols. (2008), en otro estudio similar en nadadores
entrenados y no entrenados, en el que utlizaron como marcadores 8
hidroxydeoxyguanosine, observaron que las mujeres entrenadas presentaron
un dafio oxidativo mas pequefio que los demas. No encontraron correlacién
positiva entre la dieta y los biomarcadores del estrés oxidativo,

Mediante estos datos aun rodeados de conflictos percibimos una
necesidad de mas estudios e investigaciones que aclaren las diferencias de
género en las respuestas fisiolégicas al estrés oxidativo inducidas por el

ejercicio.
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2.4 Estrés Oxidativo e Hipoxia

2.4.1 Rendimiento deportivo e hipoxia

En el ambito del rendimiento deportivo, el hombre busca
continuamente métodos, que les ayuden a romper barreras, superar
limites, ser mas resistentes, conquistar victorias. Hace décadas que el
entrenamiento en altitud se ha utlizado como recurso ergogénico en el
entrenamiento deportivo.

En los entrenamientos a nivel de élite, cualquier variacion
metodoldgica que produzca en los atletas una minima mejora (0,5%)
debe ser investigada ya que, por reducida que parezca, puede incrementar
el rendimiento final y permitir comprender los beneficios potenciales y los
mecanismos de entrenamiento en altitud. (Saunders y cols., 2008).

En la actualidad, tenemos acceso a numerosas investigaciones
acerca de entrenamiento en altitud, pero aun no hay unanimidad acerca
de su eficacia, sin embargo, muchas investigaciones cientificas se equivocan
por la metodologia adoptada, asi como algunos entrenadores fracasan en la
eficacia del rendimiento, por no utilizar en la metodologia correcta, esto
ocurre por varios motivosy por no controlar o estructurar bien el estudio.
Los puntos importantes que se debe tener en cuenta son: el tiempo y la
duracién de exposicién a altitud, la altitud adecuada y la aclimatacion, la

periodizacion y la intensidad del entrenamiento, las variedades
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interindividuales y por dltimo el favorecimiento genético, sin olvidar la

readaptacion al nivel del mar después de regresar de la altitud.

2.4.1.1 El tiempo y duracion de exposicion a altitud

Hay varios estudios que investigan el tiempo de exposicién a
altitud y la duracién para garantizar una mejora en el rendimiento a nivel
del mar (Pialoux y cols., 2009; Robach y cols., 2006; Schuler y cols., 2006;
Schmitt y cols., 2006; Burtscher y cols., 1996; Lundby vy cols., 2005;
Friedmann-Bette 2008, Millet y cols., 2010), cada uno tiene una
metodologia distinta, pero parece haber un consenso en que para obtener
éxito, la situacién ideal seria una estancia al menos de 3-4 semanas de
duracién con 14h diarias de exposicibn a altitud moderada y con

suplementos de hierro para obtener éxito sobre la eritropoyesis.

2.4.1.2 Periodizacion e intensidad del entrenamiento

La correcta distribucion de las fases en el plan de entrenamiento
también es muy importante para que no se produzcan pérdidas en las
cargas de volumen/intensidad en el entrenamiento (fase de aclimatacion,
fase primaria de entrenamiento, recuperacion, fase preparatoria de regreso
al nivel de mar vy el volver a nivel del mar) (Millet y cols., 2010).
Generalmente los estudios son realizados en el periodo de preparacion de
base o en el de recuperacion (Laurent y cols., 2006). En cualquier caso, el gran
problema en el entrenamiento en altitud es ajustar la carga de intensidad del

ejercicio, reduciéndola durante el entrenamiento hasta llegar a la
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intensidad similar en comparacién con el entrenamiento a nivel del mar.
En los estudios de Daniels y Oldridge (1970), Dill y Adams (1971),
Burtscher y cols. ( 1996), Bailey y cols (1998), citados por Friedmann-Bette
(2008) se observa que atletas que entrenaron en altitud a una intensidad
mayor que en el nivel del mar, aunque no estaba previsto en la planificacion,

mejoraron su rendimiento al regresar a nivel del mar.

2.4.1.3 Variabilidad individual

Varias investigaciones apuntan a la variabilidad individual como un
factor relevante en los resultados del entrenamiento en altitud al regresar
a nivel del mar. En igualdad de condicién fisica y entrenamiento, aparecen
variaciones en las adaptaciones musculares, respuestas eritropoyéticas, y
reducciéon de la capacidad aerObica. No se conocen con exactitud las
caracteristicas individuales de los atletas que producen estas diferencias,
pero implican la necesidad, en el curso de la aclimatacion, de ajustes
continuos e individualizados de intensidad y frecuencia cardiaca para
evitar el sobreentrenamiento o desentrenamiento (Friedmann-Bette, 2008).
Acerca de este tema se necesita mayor investigacion, principalmente con

atletas de élite.

2.4.1.4 Altitud adecuada
Bartsch y Saltin (2008) han revisado las definiciones hechas por
expertos sobre el concepto de altitud en relacion a sus efectos en la

aclimatacion, rendimiento deportivo y bienestar de individuos sanos. Llegaron
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al consenso de que a baja altitud (entre 500m y 2000m) no hay efectos
relacionado con bienestar mientras que a altitudes moderadas (2000m a
3000m) son muy evidentes. Por otra parte, los individuos no aclimatados
sufren malestar transitorio durante los primeros diasy los deportistas bien
entrenados muestran disminucion del maximo rendimiento aerébico, que se
restaura por la aclimatacion, pero se produce una importante respuesta
eritropoyética a las 3-4 semanas. A altitud entre 3000m y 5500m, se
aumenta la susceptibilidad de desarrollar de enfermedades y una reduccién
significativa del rendimiento deportivo, incluso después de aclimatacion
completa. En extrema altitud (por encima de 5500m) es el limite maximo
para la adaptacion del ser humano a largo plazo. Las altitudes
moderadas muestran mejor resultados para lo que se proponen, en la

mejora del rendimiento deportivo.

2.4.1.5 Favorecimiento genético

Schmidt & Prommer (2008) afirmaron que el sistema eritropoyético
sblo tiene pequefio impacto en entrenamiento a nivel del mar. La
predisposicibn genética parece ser un requisito previo para alcanzar altas
masa total de hemoglobina (tHb) y aumentar la capacidad de resistencia.

Millet y cols. (2010), en un estudio de revision de los métodos de
entrenamiento en hipoxia, han sugerido el uso de las combinaciones de
métodos de acuerdo con la caracteristica del deporte, la fase de preparacion
de entrenamiento y las situaciones de la competicion (normoxia O hipoxia).

Llegaron a la conclusion que, a pesar de que el entrenamiento hipdéxico
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conlleva un aumento de la capacidad hematologica para mejorar el
rendimiento habria que tener en cuenta otros importantes factores como son
factores centrales (adaptaciones ventilatorias, hemodinamica y neural),
factores periféricos (capacidad amortiguadora y economia del musculo),
factores importantes en el método LHTL. Estos investigadores sugieren
como altitud Optima para maximizar los efectos eritropoyéticos, la
comprendida entre los 2200-2500m y 3100m, durante 4 semanas de duracién y

dosis minimas de exposicion de 12h dia.
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Figura. 11.12- Esquema de Periodizacion y métodos de Entrenamiento en Hipoxia. Tomado de Millet y cols., (2010).

(Figura 11.12) Vista esquematica de la periodizacion de los métodos de

hipoxia en la resistencia, deportes glicolitica e intermitente. IHT =
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entrenamiento hipoxico intermitente; LHTH = vivir alto entrenar alto;
LHTLHi = vivir alto entrenar bajo y alta intercalados.

En cuanto a la intensidad, proponen una nueva combinacién de
método hipdxico llamado LHTLHi (vivir alto, entrenar bajo y alto
intercalados) que combina cinco noches a 3000m e intercaladas con dos
noches en el nivel del mar, con entrenamiento a nivel del mar y 2, 3 semanas
de IHT entrenamiento intermitentes supra umbral (figura 11.12).

El entrenamiento en altitud, aunque no tenga 100% de aprobacion
en el medio cientifico acerca de su eficacia es muy utilizado, de ahi que sea
frecuentemente estudiado. Varias investigaciones han puesto de manifiesto las
ventajas en sus aplicaciones (Clark y cols., 2009; Barry Braun 2008; Subudhi &
Roach 2008; Schuler y cols., 2007; Burtscher y cols., 1996, Levine & Stray
Gundersen, 1997), pero también hay investigaciones que manifiestan que no
hay diferencias o ventajas significativas en la aplicacion de estos métodos
(Clark y cols., 2004; Robert y cols., 2003). Schmitt y cols. (2006), estudiaron la
eficacia del LHTL en grupos de 40 atletas de élite de diferentes deportes
de resistencia (natacion, esqui y carrera), pudiendo confirmar el aumento de
pico de potencia de salida (PPO) en mayor medida que en atletas que
experimentaron un programa similar LLTL (vivir bajo entrenar bajo) y
manteniéndose las diferencias 15 dias después del entrenamiento.
También han percibido mejoras especificas y no especificas en la economia
del trabajo en ambos grupos, pero sin diferencias relevantes entre los

grupos al regresar al nivel mar.
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Schuler y cols., (2006) probaron en su estudio, que la aclimatacién
a altitudes moderadas aumenta el consumo méaximo de oxigeno (VO, max),
las concentraciones de hemoglobina y el contenido arterial de oxigeno.
Lundby vy cols. (2005), estudiaron ocho residentes a nivel del mar, expuestos
a 2h diarias durante 14 dias a hipoxia intermitente en camara hipobarica
equivalente a 4100m de altitud. Analizaron en sangre los efectos producidos en
diferentes situaciones de ejercicio. Concluyeron que la exposicién en estas
condiciones no afecta la capacidad del ejercicio a nivel del mar.
Posteriormente Lundby vy cols. (2006), con objetivo de disminuir el conflicto
en la literatura y con colaboracion de cuatro centros de investigacion,
realizaron una serie de estudios de eficiencia mecanica a altitudes elevadas
(2500 a 5260m). Estudiaron en laboratorios diferentes a 153 sujetos
residentes en altura, sedentarios y de atletas de élite concluyendo que el
consumo de oxigeno muscular y la eficiencia mecanica se mantuvieron sin
cambios entre los dos grupos (nivel del mar y aclimatacion).

Hoppeler y cols. (2008), partieron de la hipétesis de que el estimulo
de la adaptacién a hipoxia del tejido muscular podria ser ventajoso para el
entrenamiento de resistencia, desarrollaron un protocolo experimental mediante
el que exponian a los sujetos a altitud sé6lo durante las sesiones de
entrenamiento, realizando la recuperacion en normoxia (vivir bajo entrenar
alto). No observaron ventajas para el rendimiento a nivel del mar. Robach
y cols. (2006), investigaron los efectos de la altitud sobre la eritropoyesis
y resistencia aerébica en 18 nadadores bien entrenados que fueron

sometiéndolos a 13 dias de entrenamiento utilizando el método LHTL. Aunque
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observaron una pequefia ventaja en deportista de élite, pusieron de
manifiesto algunos errores metodoldgicos (elevados valores del volumen de
glébulos rojos en dos de los sujetos estudiados, debido a un fallo en la técnica
de respiracion y a la muestra reducida). Pialoux y cols. (2009), siguiendo la
metodologia de Robach y cols. (2006), investigaron el equilibrio entre pro y
antioxidantes en nadadores de fondo de élite, antes y después de 13
dias de LHTL, concluyendo que este tiempo no afecta la capacidad
antioxidante y confirmando que un bajo estimulo genera menor estrés
Oxidativo. En su estudio sugieren que el entrenamiento de resistencia puede

actuar como un mecanismo “pre-hipéxico”.

2.4.2 Alteraciones fisiol6gicas del entrenamiento en hipoxia

Hay diferentes métodos de entrenamiento hipdxico/altitud con el fin
de aumentar el volumen de eritrocitos, mejorar el consumo maximo de
oxigeno y la capacidad de resistencia. Bartsch y Saltin (2008) indican que los
ajustes y aclimatacibn a altura afectan a los sistemas respiratorio y
cardiovascular, a la capacidad de transportar oxigeno de la sangrey alas
adaptaciones morfolégicas, funcionales del muasculo-esqueléticas. La
magnitud de las respuesta a la altitud varia considerablemente entre los
diferentes sistemas y también muestra una gran variabilidad interindividual.
Mazzeo (2008) explica que los ajustes metabdlicos y fisiolégicos ocurridos
a la exposicion aguda a hipoxia durante el ejercicio, aumenta la distribucién de

oxigeno y captacion del mismo por los tejidos y que estas adaptaciones son la
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base para todas las variedades de entrenamiento en altitud, incluyendo el
paradigma vivir alto entrenar bajo LHTL.

Magalhaes vy cols. (2002), estudiaron los beneficios del entrenamiento
en altitud, pero los autores mostraron también las desventajas asociadas a
este tipo de entrenamiento, tales como: desentreno asociado a la
reduccién de intensidad y volumen; elevada deshidratacibn como consecuencia
de la disminucion del volumen plasmatico y sanguineo; sintomas del mal de
montafia (Acute Mountain Sickness) como nauseas, vomitos, cefaleas,
anorexia, etc.; sobreentrenamiento por desequilibrio entre las cargas y la

recuperacion.

2.4.3 Estrés oxidativo inducido por el ejercicio e hipoxia

La interaccion de hipoxia asociada a baja presién barométrica y
sumada a los diferentes estimulos ambientales impuestos por la altitud, frio
extremo, cambios de temperatura, humedad absoluta muy baja, aumento de la
radiacién ultravioleta, entre otros, inicia un exacerbado estrés fisioldgico,
afectando la cascada de oxigeno y disminuyendo la difusion de oxigeno a los
pulmones, sangre vy tejidos, es decir, induciendo hipoxia sistémica.
Dependiendo de la gravedad, duracion y rapidez de la aparicion de hipoxia, la
disminucion de la presion parcial de oxigeno podria comprometer gravemente
el metabolismo, promoviendo perdidas reversibles o irreversibles de los
tejidos y alteracidén en general de la homeostasis celular, conduciendo a la

descomposicion organica y funcional (Magalhdes & Ascenséao, 2008).
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Pialoux y cols. (2006), exponen que, en ambiente de hipoxia, hay un
aumento en la produccion de catecolaminas y una potencial reduccion del
estado redox de las mitocondrias, aumentando asi la produccion de la
ERO. Esta situacién estaria incrementada con el regreso a nivel del mar,
donde el ciclo de re-oxigenacién isquemia/reperfusion en el tejido anoxico,
inundado por el oxigeno, pueden exacerbar la generacion de radicales libres.

Magalhdes & Ascencédo (2008), mantienen que la exposicién cronica o
aguda a condiciones de gran altitud ha sido considerada como un
importante reto para el organismo, por el hecho de poner en peligro su
funcionamiento  (cardiorespiratorio, endocrino, metabdlico, homeostasis
funcional y térmica), evidenciando dafio oxidativo a lipidos, proteinas y
ADN en diversos tejidos. Por lo tanto, aunque el uso de oxigeno como
combustible metabdlico, permite un aporte vital y atractivo de energia rica en
fosfato, parece que el entorno deprimido de oxigeno aumenta la formacion
de especies reactivas del oxigeno y nitrégeno RONS.

La produccion exacerbada de O,e inducida por el ejercicio fisico,
acompafada de H,0,, ambas ERO, pueden por si mismas iniciar el proceso de

peroxidacion lipidica.
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2.5 Natacion y Estrés Oxidativo

2.5.1 Natacién Deportiva

La natacion es un deporte ciclico, relativamente facil de aprender y
llevado a cabo en el agua, razon por la que se considera muy popular y
demandado. Sin embargo, la practica del mismo en el dmbito competitivo,
exige mucha disciplina y horas de entrenamiento diario, ya que el objetivo de
sus practicantes debe siempre ser la eficacia y la economia de energia para
nadar mas rapido en la piscina. La preparacion necesaria de un nadador es
compleja y sofisticada, buscan de todas las maneras reducir centésimas de
segundo que puedan llegar a marcar la diferencia en la posicion deseada en el
podium.

Sabemos que factores como: edad, sexo, diferencias individuales,
alimentacién, descanso adecuado, deben ser tenidas en cuenta para planificar
un entrenamiento de nataciéon. En los Ultimos afios la evolucion en el
entrenamiento ha mejorado mucho el rendimiento de los nadadores. Los
entrenadores e investigadores buscan diferentes métodos y herramientas de
evaluacién y control para planificar y mejorar los entrenamientos de
resistencia, de velocidad y potencia de los nadadores.

La intensidad es un importante componente cualitativo del
entrenamiento, que determina la carga, el ritmo, las repeticiones, los tipos de

ejercicios y sus combinaciones y descanso entre series. Todavia, desde la
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perspectiva del estrés oxidativo, la intensidad cobra aun mas relevancia, por el
hecho de la supuesta correlacion entre esfuerzo intenso y generacion de estrés
oxidativo. Como hemos visto en los capitulos anteriores, la intensidad
(dependiendo del grado) puede generar estrés oxidativo y si afiadiemos la
condicién de hipoxia, todavia mas.

En el entrenamiento de natacién, tanto a nivel del mar como en altitud,
se utilizan frecuentemente como instrumentos de control de la intensidad del
entrenamiento la frecuencia cardiaca, concentraciones de lactato y el consumo
de oxigeno. Ademas se utiliza la escala de percepcion subjetiva de esfuerzo
como parametro de carga interna y la velocidad para evaluar la carga externa

(Toubekis y cols., 2011; Friedmann y cols., 2004).

2.5.2 Herramientas de control de intensidades
2.5.2.1 Frecuencia Cardiaca (FC)

Es uno de los pardmetros més utilizados para cuantificar la intensidad
del ejercicio, por ser rapido, objetivo, sencillo y de bajo coste.

En la natacién, como en varios deportes, se utiliza la frecuencia cardiaca
de reposo como una importante herramienta para planificacion y cuantificacion
de carga e intensidad en los ciclos de entrenamiento, teniendo en cuenta que la
frecuencia cardiaca de reposo depende de las adaptaciones fisioldgicas, del
estado fisico, del estado psicoldgico, de las condiciones ambientales, de la
postura, edad y sexo de los atletas.

Los deportistas en general y nadadores en particular, en reposo suelen

tener bajas pulsaciones por minutos (entre 40-50 ppm). De hecho cuando se
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someten a un gran esfuerzo, la capacidad de recuperacion (descenso de la
frecuencia) suele ser muy rapida, indica la buena condiciébn en la que se
encuentra, 0 en caso contrario detectar sintomas de sobreentrenamiento. “La
recuperacion de la FC después de un esfuerzo protocolizado es mas rapida
cuanto mayor sea la aptitud y preparacion fisica del deportista o su nivel de
entrenamiento”, Chicharro (2001). Sin embargo, esta herramienta cuando es
utilizada para medir intensidad de esfuerzo en altitud genera controversia en su

eficacia (Friedmann y cols., 2004).

2.5.2.2- Concentraciones de lactato

El &cido lactico, es la molécula que representa el producto final de la
intervencion metabdlica de las fibras de contraccion rapida, las cuales
intervienen en una fase del ejercicio, donde el individuo comienza a requerir
un mayor aporte de energia para poder continuar con el esfuerzo, dando
lugar a la activacion del metabolismo anaerébico Ilactico. La aparicion de
acido lactico en sangre va acompafiada de la fatiga muscular, debido a la
produccion paralela de acidez en el organismo; el lactato en sangre es
“aclarado” normalmente con rapidez y es reutilizado por el organismo en sus
cuatro quintas partes para la resintesis de fosfagenos de reserva y reposicion
de la homeostasis en general. La concentracion de &cido lactico depende
directamente de su liberacion, su uso y su eliminacion, también existen
otros factores que determinan el nivel de concentracién lactato como: la
condicién fisica, dieta, duracién del ejercicio, descanso del atleta, etc. Un

buen entrenamiento aerébico, reduce los niveles de lactato en sangre tras
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un esfuerzo de intensidad constante, debido a que las adaptaciones
producidas por el entrenamiento generan un buen sistema de aclaramiento a
nivel tisular y por tanto, un retraso en la aparicion de fatiga y un mayor
rendimiento durante el esfuerzo fisico. Los niveles de lactato en sangre,
en estado de reposo, suelen encontrarse entre los 1,5-2mmol/l. Una
persona entrenada acumulara al final del esfuerzo, diferentes niveles de
esta molécula segin su modalidad deportiva (aerdbica o anaerdbica) en
funcion del porcentaje de fibras musculares que en él prevalezca (fibras
musculares de contraccion lenta, aerObicas o fibras musculares de
contraccion rapida, llamadas también glucoliticas y que dan a lugar altos
acumulos de lactato). En nuestro caso, una persona bien entrenada
aerébicamente, posee adaptaciones fisiolégicas que permiten a las fibras de
contraccion lenta reutilizar el acido lactico que se va produciendo durante un
esfuerzo prolongador a través de transportadores monocarboxilicos MCTL1.
Este tipo de deportistas mostrardn acumulos de lactato post ejercicio, entre 6 y
8mmol/l. En cualquier caso, la lactacemia es una buena (fiable) herramienta

para medir la intensidad de esfuerzo en altitud.

2.5.3 Estrés Oxidativo y Natacion

Entrenamiento de tolerancia a la acidez, mal llamado al lactato, es muy
utilizado en la planificacion de macro ciclo de nataciébn con el objetivo de
mejorar la capacidad anaerobia de los nadadores. Maglischo (2003), describe
un entrenamiento de tolerancia a la acidez a través de un esfuerzo intervalado

de alta intensidad con el objetivo de mejorar el tamponamiento de protones en
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musculos y sangre y aumentar la tolerancia al dolor causado por acidosis. Este
entrenamiento muy comun en natacion, podria causar dafio muscular, dolor,
peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas e inflamacion que afectarian la
estructura sarcomérica y empeorando la performance del atleta (Kingsley y
cols., 2005, Bloomer, 2007). Los antioxidantes podrian ser de gran importancia
en la atenuacion de estos dafios.

Hay varios estudios disefiados para evaluar los dafos oxidativos
inducidos por la natacién en diferentes intensidades. Inal y cols. (2001),
estudiaron los cambios en el sistema antioxidante en nadadores jévenes (15-21
afos), durante dos tipos de sesiones de entrenamiento, aerébicas (con
sesiones de 800m) y anaerobias (con repeticiones de 100m). Los resultados de
los niveles de lactato confirmaron el predominio de las vias metabdlicas (2,42
mmol-L™" y 4,2mmol-L™*, respectivamente) asi como un aumento de la actividad
SOD, GPX, CAT, GSH en ambas intensidades. También confirmaron, un
incremento de EROs y también el aumento de la actividad de las enzimas
antioxidantes. Estos autores sugieren que el ejercicio fisico regular y de baja
intensidad puede aumentar la capacidad de defensa antioxidante, pero si la
actividad fisica es mas intensa se necesitaria ayuda de suplementacion con
antioxidantes, principalmente con vitaminas Cy E.

Deminice y cols., (2009), investigaron los efectos del estrés oxidativo y
algunos antioxidantes en una Unica sesion de entrenamiento de natacion,
especificamente tolerancia al lactato en nadadores jévenes de élite (21,1afos),
concluyeron que en esto tipo de entrenamiento hay aumento en los

biomarcadores de estrés oxidativo TBARS y CK, pero también hay un
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significante aumento en las concentraciones de GSH y acido ascorbico. Lo que
no lleva a entender que entrenamiento de alta intensidad produce radicales
libres pero también la actuacion de las defensas antioxidantes limita los efectos
de EROs.

Pialoux y cols. (2008), en un estudio con 41 nadadores (33 hombres y 8
mujeres), aplica dos situaciones de hipoxia (4800m test y 3000m). Utiliza el
método LHTL para conocer los efectos agudos del ejercicio en hipoxia sobre
los pro y antioxidantes y concluye que las defensas antioxidantes de atletas
altamente entrenados no son suficientes para reparar los dafios de la ERO
generado por exposicion a hipoxia, con o sin ejercicio leve.

No obstante, el empleo de suplementos antioxidantes para atletas sigue
siendo motivo de controversia en el &mbito cientifico, sin alcanzarse aun ningun

consenso.
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3.1 Sujetos del Estudio

En este estudio participaron 12 nadadores voluntarios (6 chicos y 6
chicas), bien entrenados (tabla 1ll.1) y con mas de 12 afios de practica de
natacion y 9 afos de participacion en alta competicién a nivel nacional. Todos
ellos realizan una media de 2.8 horas diarias de entrenamiento, 5 dias a la
semana. Todos los nadadores forman parte del equipo de natacién de
Granada. Los participantes fueron informados de la propuesta del estudio y de
sus posibles riesgos y firmaron su consentimiento informado por escrito. El
protocolo fue seguido de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y aprobado

por el comité de ética de la Universidad de Granada.

n Edad (afios) Peso Corporal (Kg) Estatura (cm) Grasa Corporal (%)
Mujeres 6 21+2.12 59.7+2.03 1648 +1.74 17.71+1.07
Hombres 6 24 +1.78 73.2+5.17 176 £3.34 7.8+0.46
Media 22+1.46 65.8 £3.25 169.9 +2.46 13.21+1.66

Tabla.lll. 1- Caracteristicas de los atletas, n=12 (medias + EEM).

3.1.2 Registro nutricional

Los nadadores fueron informados, en una reunion celebrada dos meses
antes de la recogida de datos, acerca de la necesidad de no ingerir
suplementos con antioxidantes hasta el final de la Ultima recogida de sangre,

debiendo aceptar el compromiso de su cumplimiento. También nos informaron
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su dieta rutinaria rellenando un registro nutricional de recuerdo de 24 horas de

5 dias de la semana.

3.1.3 Analisis Corporal

Al principio del estudio se realiz6 el analisis corporal de los nadadores
obteniendo los datos necesarios para una valoracion antropométrica (talla,
peso, pliegues y perimetros, indice de masa corporal, cuatro compartimentos

corporales, somatotipo y la somatocarta).

3.1.3.1 Valoracién Antropométrica

La valoracion de la composicidn corporal de los sujetos incluidos en este
estudio sigui6 las normas y técnicas recomendadas por el International Work
Group of Kinanthropometry (LW.G.K.). Se tomaron diecinueve medidas
antropomeétricas, tres veces consecutivas, tomandose como valor nominal la
media de las mismas y valorando el error técnico de las medidas. Previamente
se marcaron en el lado derecho del sujeto de estudio, los puntos anatomicos de
referencia segun los criterios preconizados por el Sociedad Internacional para

el avance de la Cineantropometria (ISAK).

MATERIAL: Set antropométrico compuesto de plicbmetro, compases para
medida de amplitudes y cinta para mediciones de perimetros, Harpenden.
Bascula digital marca Tefal de 130 kg/100g de precision. Tallimetro para

adultos "T201-T4, ASIMED.
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Las medidas antropométricas tomadas en este estudio fueron:

1. Estatura o talla;
2. Peso;

3. Pliegues cutaneos (triciptal, biciptal, subescapular, abdominal, muslo y

pierna medial);

4. Perimetros corporales (biceps relajado, biceps contraido, cintura, muslo

y pierna);

5. Didmetros 6seos (biepicondilar del humero, biepicondilar del fémur,

biestiloideo).

3.1.3.2 indice de Masa Corporal

Actualmente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha definido el
indice de masa corporal como el estdndar para la evaluacion de los riesgos
asociados con el exceso de peso en adultos. El indice de masa corporal (IMC),
resulta de un calculo entre el peso medido en kilogramos, dividido por la altura
medida en metros y elevada al cuadrado, cuyo valor estima el grado de
obesidad de un individuo, pues se relaciona directamente con el porcentaje de
grasa corporal (excepto en personas con una gran cantidad de masa magra,

como deportistas o culturistas).

_ _Peso (Kg)
IMC = —————————
altura® (m)
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3.1.3.3 Cuatro Compartimentos Corporales

Una técnica muy acorde con el analisis corporal de los deportistas es
describir el porcentaje de los diferentes tejidos de un deportista; para ello
hemos abordado la metodologia de los cuatro compartimentos descrita por de
Rose y Guimaraes a partir de la ecuacidon de Matiegka a principios de 1980,
gue determina el tanto por ciento correspondiente a la masa muscular, masa
grasa, masa Osea y masa residual, conociéndose ésta Ultima como la
englobada por el peso de los liquidos corporales y visceras, y que actualmente

sigue siendo la mas aplicada en la evaluacion corporal.

3.1.3.4 Somatotipo

Constituye el método para clasificar el tipo corporal o fisico, propuesto
por Sheldon en 1940 y modificado posteriormente por Heath y Carter en 1967.
El somatotipo es utilizado para estimar la forma corporal (morfologia) y su
composicion, principalmente en atletas, capaz de ser comparado con datos

ideales segun su edad y nivel deportivo alcanzado.

El somatotipo es una descripcién de la configuracion morfolégica actual
0 una prediccion de los futuros y sucesivos fenotipos que una persona puede
presentar siempre y cuando el factor nutricional sea constante. Aunque el
calculo del somatotipo antropométrico de Heath-Carter es un procedimiento
objetivo, la validez de la calificacion depende de la fiabilidad de las medidas

utilizadas.
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En la actualidad, muchos antropometristas utilizan el error técnico de
medicion (TEM) para evaluar la consistencia, o la precision, del medidor de una
variable dada (Cameron, 1984, Nortony Olds, 1996). EI TEM se calcula

aplicando la siguiente ecuacion:

TEM = (3d?/ 2n)*° ; y % TEM = 100 (TEM/media)

3.1.3.5 Somatocarta

Es una representacion visual del somatotipo que utiliza dos coordenadas
para ubicar a un individuo en un grafico y poder compararlo con su somatotipo
ideal, pudiendo observarse la diferencia entre ellos, contribuyendo de esta

manera a la toma de decisiones respecto al entrenamiento y la alimentacién.

[ Coordenada X: Ecto - Endo ] [Coordenada Y: 2* Meso — [Endo + Ecto]]

3.2 Disefio Experimental

Se ha realizado un estudio transversal, con un disefio intragrupo de
medidas repetidas, de tipo descriptivo con un grupo en diferentes momentos y
situaciones. Se tratd de observar y describir la posible modificacion en los
valores de las variables determinada en el estudio. Las medidas fueron
repetidas en estado de reposo, imediatamente tras el esfuerzo y después de
15min de recuperacion En situaciones de normoxia e hipoxia y a tres

intensidades diferentes.

Las variables descritas en el estudio fueron:
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Variables independientes: altitud en la que se realiza el entrenamiento
(normoxia-630m e hipoxia-2320m) e Intensidad del esfuerzo (baja, media y

alta).

Variables dependientes: variables fisiologicas, estrés oxidativo,

respuestas antioxidantes y dafio al ADN de los linfocitos.

Se realizaron tres sesiones de entrenamiento, de distinta intensidad,
repetidas en idénticas condiciones a las dos altitudes mencionadas

anteriormente. El disefio experimental para cada una de las sesiones se

muestra en la figura IlI-1.

Muestra A Muestra B Muestra C

Figura. llI-8- Esquema llustrativo del Diseiio Experimental
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3.3 Instalaciones usadas en el estudio

El estudio se ha desarrollado en tres instalaciones diferentes: los
entrenamientos y toma de datos se llevaron a cabo en la piscina Fuente Nueva
de Granada (630m) y en la piscina del CARD (Centro de Alto Rendimiento
Deportivo en Sierra Nevada) (2320m). Las dos instalaciones tienen
dimensiones olimpicas y ofrecen condiciones adecuadas con sistemas de
temperatura, humedad, ventilacién y luminosidad controlados. El posterior

analisis de las muestras y determinacién de los parametros bioquimicos, se

realizo6 en el Instituto de Nutricion vy
Tecnologia de los Alimentos pertenecientes
al Centro de Investigacion Biomédica de la

Universidad de Granada.

Figura. 111.9- Recogida de sangre de los nadadores

3.4 Recogida de datos (extraccion de sangre, medicién de PA, FC y

lactato)

Cada sesiones de entrenamiento se realizé en tres fases:

3.4.1 Fase | - Antes del esfuerzo
Se obtuvieron muestras de sangre venosa de la vena antecubital de los
nadadores. Se extrajeron 5ml de sangre que se depositaron en tubos de

plastico tratados con heparina de litio y mantenidos en hielo para su posterior
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analisis en el Centro de Investigacion Biomédica. También se midid lactato y
frecuencia cardiaca. Asi mismo, se recogieron valores de Presion Arterial

mediante un tensiometro digital.

MATERIAL: Tensiometro digital Omro M10-IT, medidor de lactato, (KDK lactato
Corporacion Pro System Kyoto Japdn), jeringuillas, agujas, tubos para
extracciones sanguineas con anticoagulante: heparina de litio, pulsémetros

Polar 610.

3.4.2 Fase Il - Esfuerzo

Todos los sujetos realizaron tres sesiones de entrenamiento de
diferentes intensidades (baja, moderada y submaxima) que se repitieron en
idénticas condiciones en Normoxia (663 m) e hipoxia (2320 m). Las sesiones
de entrenamiento se realizaron siguiendo la secuencia mostrada en la figura

11.3.

N b Hb N m Hm N s Hs

v

; W ; v : L3 : W '
3 Dias 7 Dias 3 Dias 7 Dias 3 Dias

N =Normoxia (630m) H = Hipoxia { 2320m)
Intensidad: b= baja, m = moderada, s =submaxima

Figura. I11.10-Secuenciacion de las sesiones de entrenamientos.
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3.4.2.1 Protocolo del entrenamiento

Todos los sujetos realizaron tres sesiones de entrenamiento a diferentes
intensidades (baja, moderada y subméxima), que han sido repetidas en
Normoxia e hipoxia. La frecuencia asi como los intervalos de descanso entre
de las sesiones, de la misma y de diferentes intensidades se muestra en la
(figura 3). Las sesiones de entrenamiento
se estructuraron en tres bloques:
calentamiento, fase principal y vuelta a la
calma. Cada uno de ellos tenia una

duracion de treinta minutos.

Figura. I1.11- Sesién de esfuerzo de los nadadores | Calentamiento y vuelta a la calma
siempre fueron similares en cuanto a objetivos y ejercicios (series, repeticiones,
descanso, la distancia y el estilo de nado), especialmente centrados en
ejercicios técnicos. Por otro lado, dependiendo de la intensidad, el bloque
principal se diferenciaba segun la exigencia requerida aunque todos lo
realizaron siempre a estilo crol.

Las sesiones de entrenamiento se establecieron de acuerdo a los
niveles de intensidad descritos por Mdijica y cols., (1995). En nuestro estudio,
la intensidad més baja consistié en nado continuo, manteniendo una velocidad
constante y moderada, centrandose en la ejecucion técnica correcta. El objetivo
era obtener una acumulacion de lactato en torno a 2 mmol/l (segin Mujika y
cols., La intensidad 1). Por otro lado, la intensidad moderada fue planteada con

30 minutos ejecutando series de 100m, con veinte segundos de descanso
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entre cada una. Cada nadador fue informado del ritmo al que debia ejecutar las
series, manteniendo siempre constante esta velocidad. EI Tiempo objetivo de
este segundo nivel se obtiene se dividir por dos el mejor tiempo personal (MTP)
de la temporada en 200 metros estilo libre y la suma de diez segundos. En esta
zona de entrenamiento, el objetivo era alcanzar una velocidad ligeramente
superior al umbral de acumulacién de lactato, cerca de 6 mmol/l (de acuerdo
con Mujika y cols., al 1995, Intensidad 3). Por dltimo, la mayor intensidad
corresponde aproximadamente al ritmo de la carrera de 200 m estilo libre. Este
entrenamiento se planted con tres series de trabajo, de nueve minutos cada
una y con dos minutos de recuperacion activa entre ellas. En cada serie se
realizaban series de 50 metros con veinte segundos de descanso. En este
caso, el tiempo para cada repeticién se calcul6 dividiendo por cuatro el MTP de
la temporada de 200 metros estilo libre afiadiendo dos segundos. Esta ultima
intensidad, de acuerdo con (Mujika y cols., 1995, Intensidad 4), correspondi6 a
una acumulacion alta lactica, alrededor de 10 mmol/I.

Durante cada sesion de natacion, la frecuencia cardiaca fue registrada
con el monitor de ritmo cardiaco (Polar Team 2, Finlandia). Durante la parte
principal, el promedio de velocidad también se registrd, tomando nota del uso
del tiempo para cubrir cada vuelta.

Se analiz6 el lactato sanguineo antes, inmediatamente después y a los
15 minutos del final de cada sesion, con el analizador de lactato portatil Pro, a

través de muestras de sangre obtenidas de la vena cubital.
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MATERIAL: Tubos, aletas, paletas de manos, cronémetros, Lactate Pro, Polar

Team 2.

3.4.3 Fase lll - Pos esfuerzo y recuperacion

Se obtuvieron muestras de sangre de la vena antecubital de los
nadadores, tras concluir las sesiones de entrenamiento asi como a los 15
minutos de recuperacién. En ambos casos, se extrajeron 5ml de sangre que
fueron depositados en tubos de plastico tratados con heparina de litio,
mantenidos sobre en hielo, para su posterior analisis en el Centro de
Investigacion Biomédica. También se medio lactato, frecuencia cardiaca y

presion arterial.

Material para hematocrito y hemoglobina:
Reactivo de Drabking, micropipetas Prolaine de Biogit, micropipetas
digitales Ependor fresearch pro de Physio Care orto alresa, centrifuga Biocen

para medicion de hematocrito.

3.5 Parametros obtenidos en cada sesion de esfuerzo y en las muestras

sanguineas

Los parametros obtenidos en cada sesion y fases (Antes, Después y a
los 15 minutos pos esfuerzo), frecuencia cardiaca, presion arterial, lactato,
hemoglobina, hematocrito (para estos parametros fueron utilizados los

protocolos clasicos).
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Los marcadores analizados a posteriori fueron, dafio del ADN de
linfocitos (Técnica COMET), niveles de estrés Oxidativo de origen lipidico en
plasma (TBARS e Hidroperoxidos), antioxidantes enzimaticos en eritrocitos
(SOD, catalasa, glutatiéon peroxidasa y glutation reductasa) y antioxidantes no
enzimaticos en plasma (beta caroteno, retinol, tocoferol y coenzima Q10, todos

ellos por cromatografia liquida HPLC).

3.5.1 Determinacioén del dafio oxidativo al ADN de linfocitos

Utilizamos 3 fases.

3.5.1.1 Fase | - Aislamiento de linfocitos
PROTOCOLO: En el laboratorio, al concluir cada sesion, la sangre fue
centrifugada a 3500 rpm, durante 15min a 4° con freno programado. Se
tomaron varias alicuotas de plasma que se congelaron a -80°C para las
analiticas posteriores. Seguidamente se procedié a separar la fina capa de
linfocitos y acto seguido la capa inferior, correspondié a los hematies (globulos
rojos).

La capa de leucocitos, se diluyé 1:1 en 3ml de RPMI-1640. La mezcla
fue resuspendida y alicuotada en capas sobre 3ml de Histopaque-1077 y
llevada a centrifugacion a 1750 rpm durante 30 minutos, a 20° c y sin freno
programado. El gradiente nos deja una capa de linfocitos entre los medios
RPMI-1640 y Histopaque-1077, que fue de nuevo extraida con ayuda de una
pipeta Pasteur y alicuotada en 4 ml del medio RPMI-1640 para centrifugar a

1750 rpm durante 15 minutos, a 20 °C y sin frenado programado. Las células
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blancas quedaron asi precipidadas en el tubo. Tras eliminar el sobrenadante,
se resuspendieron los linfocitos con 4ml de medio RPMI-1640 al 10% de SBF.
La mezcla fue centrifugada de nuevo en idénticas condiciones de la fase
anterior. Se eliminé de nuevo la capa superior y se afiadieron 500ul de mezcla
fria (SBF al 10% de DMSO). Finalmente, esta fase fue alicuotada en varios

tubos Eppendeorf que se congelaron a -80°C para su posterior analisis.

MATERIAL: Anticoagulante Heparina de Litio, jeringuillas, pipetas pasteur,
micropipeta digitales Ependorf research pro de Physio Care, Tubos corning
plastico 15 ml, Ependorf de 0,5 y 1 ml de Deltalab, Criobox, Cryo 1°C de
Nalgene, Congelador -80°C Thermo Electron Corporation, centrifuga Beckman

modelo GS-6R, centrifuga Eppendorf modelo 5804.

Reactivos: Fetal Bovine Serum (SBF), F6765 de Sigma, Dimethyl Sulfoxide
(DMSO), D5879, de Sigma, RPMI 1640, R7509 de Sigma, Histopaque-1077,

10771 de Sigma.

3.5.1.2 Fase Il - Ensayo Cometa (Comet Assay Tecnique)

PROTOCOLO: Fueron utilizados 50 ul de linfocitos, anteriormente aislados,
para determinacion del dafio producido en su ADN. Las células se
resuspendieron en 1% de agarosa de bajo punto de fusion (LMP agarosa) y en
PBS, pH 7.4, mediante alicuotas en portas para microscopio que poseian una

capa de 1% de agarosa normal punto de fusién (calentados a 37° C en un

horno Memert un dia antes de su utilizacion y enfriados a 8°C justo antes de su
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uso). Los portas con agarosa LMP permitiran la fijacion de los linfocitos a 4°C
en 5 minutos y, a continuacion, éstos se sumergiran en una solucién de lisis
(2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris a pH, 10, 1% Triton X-100 v / v) a 4°C
durante una hora para eliminar las proteinas celulares. Tras este tratamiento
los portas se colocardn en un tanque que contiene buffer de electroforesis
(NaOH 0,3 My 1 mM EDTA, pH 10 a las 4°C) durante 40 minutos para permitir
la separacion de las dos hebras de ADN (tratamiento alcalino). La electroforesis
se realizé a 25 V, 300 mA y 50W durante 30 minutos. Para concluir, los portas
se sometieron a tres lavados de 5 minutos cada uno, con una solucién
neutralizante (0,4 M Tris, pH 7,5) y se mantuvieron a 4°C antes de la tincion
final con 1 mg/ml de 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Los fragmentos de
DNA de cada gel se examinaron bajo un microscopio UV con un filtro de

excitacion de 435 nmy un aumento de 400 (DMLS, Leica).

MATERIAL: Microtubos ependorf finos planos de 1,5ml de Deltalab,
micropipetas digitales, Ependorf Research Pro, de Physio Care, agitador con
calor modelo Magnetic stirrer MSH 300, de Boeco Germany, vortex, modelo
autovortex mixer SA1, de Stuart Scientific, laminas para microscopio, Ca 76x26
mm de Menzel-glaser, laminas cubre objetos, 20x 20mm de Deltalab, centrifuga
Hettich modelo EBA 12, bafio modelo Unitronic-Or de Pselecta, caja Comet
para bafios alcalinos y de neutralizacion, balanza digital, modelo BP 110S, de
Sartorius, cubeta para electroforesis de Laborlan, microscépio UV, modelo

DMLS de Leica, software Komet 5,5 de Kinetic Imaging para Windows Xp,
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fuente de alimentacién modelo Power PAC de BIO-RAD, microondas digital de

Teka.

Reactivos: AGAROSAS High Melting Point (HMP) y Low Meelting Point (LMP),
EDTA 1M, NAOH (Hidréxido de Sodio), TRIS BASE, PBS (Phosphate buffered
saline), HCL 37% (&cido clorhidrico), NACL (Cloruro sédico), DMSO (Dimetil

sulfuro), DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), TRITON.

3. 5.1.3 Fase lll - Pardmetros obtenidos mediante la técnica Comet Assay

El dafio del ADN, fue automaticamente determinado por el software
Komet 5,5 (Kinetic Imaging para Windows Xp), escogiendo como valores mas
relevantes, % Cell area, % of DNA Head, % of DNA Tail, de 50 a 60 cometas

rastreadas al azar por cada muestra del estudio (Figura 111.5).

Tail Moment Length

Figura. 111.12- llustracién de un linfocito dafiado

1- Cell Area: numero de pixeles de la imagen binaria de la cometa en total

(incluyendo los pixeles que pertenecen a fragmentos de DNA).
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2- % of DNA Head: determina el % de DNA existente en la parte de la cabeza
de la célula y expresa la intensidad de fragmentos de DNA disponibles en esta
seccion de la célula.
3- % of DNA Tail: Determina el % de DNA existente en la parte definida como
cola y se calcula restando 100 - Head % DNA.
4- Olive Tail Moment: se define como el producto de la longitud de la cola y la
fraccion de ADN total en la cola. Este pardmetro incorpora dos medidas en una,
el tamafio minimo detectable de la migracion de ADN (que se refleja en la
longitud de la cola del cometa) y el nUmero de piezas de rotas (representado
por la intensidad de ADN en la cola).

El andlisis de estos parametros nos permiti6 cuantificar el dafio
producido en el ADN leucocitarios de nuestros sujetos experimentales, por el

entrenamiento deportivo en ambas situaciones de altitud.

3.5.2 Determinacion de Peroxidacion Lipidica en substancias Reactivas del

Acido Tiobarbitdrico e hidroperoxido en plasma.

3.5.2.1 TBARS

Se ha empleado el método descrito por Orrenius y cols. (1977), que se
basa en la medicion espectrofotométrica de las sustancias que reaccionan con
el &cido Tiobarbitdrico (TBA). Es un método aunque antiguo y de baja
especificidad, de alta sensibilidad y actualmente se sigue utilizando como un

indicador aproximativo de los niveles de malondialdehido (MDA) presentes en
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las muestras y por lo tanto de los niveles de peroxidacion lipidica de las
mismas.

El protocolo consisti6 en afiadir en microplacas, 50u de muestra
(plasma), 75U de acido acético al 20% y 75u de TBA. El TBA reacciona con el
MDA dando lugar a un pigmento de color rosa. Se incuba durante una hora a
60°C y con una agitacion mantenida de 100rpm. Tras enfriar se lee en

espectrofotometro a una absorbancia a 532nm.

MATERIAL: Tubos de ensayo de vidrio 12x75 mm, guantes desechables,

Pipetas ependorf: 50, 75 y 200ul, microplacas, incubadora, espectrofotometro.

Reactivos: Acido tiobarbitirico (Kit), TBA diluyente 1(4cido acético), TBA
diluyente 2(hidréxido de sodio), Solucién SDS (Sulfato de doedecyl), MDA
estandar - Malondialdehido Bis (dimetil acetal), MDA diluyente. La lectura ha

sido hecha a longitud de 532, medido en nmol/ml de TBA.

3.5.2.2- Hidroperdéxidos (H»0,)

Los hidroperéxidos han sido cuantificados en plasma por el método
xilenol-orange en fase acuosa y lipidica, basado en el principio de que los
hidroperéxidos oxidan hierro Il a hierro Ill, el cual reaccionan con el xilenol
orange, produciendo un cromoéforo de absorcién maxima a 560nm. El protocolo
consistio en afiadir en microplacas 15u de muestras (plasma), 35u de agua
bidestilada y 200u de reactivo de color y en la curva patron peréxido de

hidrogeno al 30% y soluciéon de trabajo. Tras incubado a temperatura ambiente
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y con agitacion mantenida de 250-270rpm durante 30 minutos se leyé en

espectrofotometro la absorbancia a 560nm.

MATERIAL: Tubos de ensayo de vidrio 12x75 mm, guantes desechables,
pipetas ependorf: 50, 75 y 200ul, microplacas falcon, incubadora,
espectrofotémetro.

Reactivos: Kit Sigma

3.6 Extracciéon y Determinacion de Ubiquinonas y Vitamina E

El método de extraccion se basa en el protocolo descrito por Kroger y
Klingenberg (1978). La ubiquinona Q10, a tocoferol, vitamina E y betacaroteno
fueron extraidos utilizando una mezcla de metanol:Eter de petréleo 60:40.
Partimos de una mezcla en tubos de cristal de 250 de SDS, 250u de muestra
(plasma), 1ml de etanol:isopropanol y 2,5ml de hexano, después de 1min de
agitacion (con intervalos de 10seg), centrifugamos a 1500 rpm a 4°C durante
15min. Con pipetas de vidrio capilarizadas se extraen la fase etérea superior a
la que afiadimos 2,5ml de hexano y volvemos a centrifugar para extraer
finalmente el sobrenadante que se sometié a evaporizador en ambiente de
nitrégeno. El botén desecado se conservo a -80°C hasta su analisis.

Para la determinacion utilizamos cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) en fase reversa, siguiendo el método descrito por Battino y cols.
(2001). Tras descongelar, se afiadieron 150u de éter puro y se pincharon 120u
de esta suspension en HPLC. En la figura Ill.6 se muestra un registro

cromatografico.
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Figura. 11l.13- Cromatograma del tocoferol

3.7 Determinaciones de Antioxidantes Enziméaticos

3.7.1 SOD - Superoxido Dismutasa

Se ha utilizado la técnica de Fridovich y col. (Fridovich I, 1975)
ligeramente modificada. El método estd basado en la inhibicion que ejerce la
SOD sobre la reduccion del citocromo ¢ medida espectofotométricamente a
550 nm. El citocromo c se reduce en presencia de anién superoéxido, por lo cual
se crea “in vitro” un sistema productor de anién superéxido, el sistema xantina-
xantina oxidasa, y se observa como la SOD compite con el citocromo ¢ por este
anion superoxido a través de un descenso en la produccion de citocromo c
reducido. Las lecturas se realizaron a 25° C, monitorizando la formacion de
citocromo c reducido durante un periodo de 2 minutos a 550 nm.

Lo primero es crear un patrén de reduccién del citoromo c, para lo cual
en una cubeta de 1 ml se mezclan 100 pl de solucién de citocromo ¢ 0,1 M en
tampon sin azida, 100 ul de xantina 0,0005 M en tampén sin azida y 650 pl de
tampon carbonato/bicarbonato (compuesto por Na2C0O3 0,02 My NaHCO3

0,02 M ajustado a pH 10). A continuacion se le afiade la EDTA 0,001 M y azida
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sédica 0,1 mM (con el fin de inhibir peroxidasas, sin que se afecte la SOD), y
posteriormente se adiciona una cantidad de xantina-oxidasa, determinada
anteriormente, suficiente para obtener una reduccion de citocromo ¢ de 0,025 a
0,05 unidades de absorbancia por minuto.

Una vez determinada la cantidad de xantina-oxidasa necesaria, se
procedié a la determinacion de la actividad SOD de las muestras, para lo cual
en microplacas com pocillos de 250ul se afiaden 30ul de citocromo C, 30ul de
xantina, 162ul de buffer (carbonato/bicarbonato 20mM v/v 1:1,25 mas EDTA
com PH=10), 8ul de muestra (citosol) com diluicién 1:100 y 20ul de Xantina
Oxidasa.

Los resultados se expresan como unidades de actividad por mg de
proteina. Una unidad de actividad correspondiente a una inhibicion del 50% de

la reduccioén del citocromo c.

MATERIAL: espectrofotdmetro, microplacas, pipetas de 500 y 100y,

peachimetro.

Reactivos: Buffer Carbonato: Na,COs3, buffer bicarbonato: NaHCO3, Xantina,

Citocromo C, Xantina Oxidasa.

3.7.2 CAT - Catalasa
La técnica utilizada sigue el método descrito por Hugo Aebi (Aebi H,
1984). Este método se basa en un seguimiento de la descomposicion de H202

y O2 mediante espectrofotometria a 240 nm como consecuencia de la actividad
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catalitica de la catalasa. Para ello utilizamos microplacas con pocillos de 200 p.
Se afadieron a cada pocillo 90u de buffer fosfato (ph 7.0), 104 de muestras de
citosol (diluido 1:100) y 50u de perdxido de hidrogeno. Se agitaron las placas a
temperatura ambiente durante 4min a 250rpm y se monitoriz6 el descenso de

absorbencia a 240nm, durante 40s con intervalos de 5seg.

Para los célculos de la actividad tuvimos en cuenta los mg de proteina

por ml en la muestra y el volumen final de muestra.

MATERIAL: espectrofotbmetro, microplacas falcon, micropipetas de 1000u y

100y, pehachimetro.

Reactivos: H,0,y PBS (Potasio Fosfato monobasico).

3.7.3 Glutation Peroxidasa (GPX)

La enzima glutatiéon peroxidasa (GPX), tiene como principal funcién la
proteccién del organismo del efecto degradante de los hidroperéxidos, actda en
la eliminacion del peroxido de hidrogeno de las células (H2O,) y su
transformacion en H,O. En esta reaccion el glutation reducido (GSH) es
convertido en su forma oxidada (GSSG), pero luego es revertido nuevamente
a GSH por la accion de la glutation reductasa (GR). Esta enzima utiliza el

NADPH como sustrato y la flavina adenina dinucleotideo (FAD) como cofactor.

[ROOH +2GSH —— ROH + GSSG + HZO]
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Empleamos La técnica basada en el método descrito por Flohé y
Wolfgang (1984), ligeramente modificado. En cada pocillo de microplacas de
150y, fueron afiadidos 56 de tampon fosfato potasico PBS- (KH,PO,4 0.1 pH
7,0) conteniendo EDTA 0,1mM, 19u de GSH 99% en H,O bidestilada, 19u

glutation reductasa y 18 de muestra (citosol diluido 1:100).

Fueron encubados a 37°C durante 10min. En espectrofotbmetro se
afadieron 19y de NADPH 1,5 Mm en 0,1% de NAHCO3 para la primera
monitorizacion de la reaccion quimica independiente del hidroperdoxido durante
3 min a 340 nm, y seguidamente se afadieron 19y de H202 al 30% para la
segunda monitorizacién completa de la reaccién enzimética a 340 nm durante 5

min.

El descenso en la concentracion de NADPH (A[NADPH] min), se calcula
a partir de la disminucion de la absorbancia a 340 nm, usando la Ley de

Lambert-Beer y el coeficiente de extincién molar.

MATERIAL: micropipetas, espectrofotometro.

Reactivos: GSH-Glutathione reduced, 99%, sigma, Glutatione reductase,

sigma, NADPH, NAHCO3; KH,PO4 EDTA.

3.7.4 Glutation Reductasa
El glutation (GSH) reduce cualquier enlace disulfuro formado dentro de

proteinas citoplasmatica de cisteinas donando electrones, convirtiéndose
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disulfuro de glutatién (GSSG) forma oxidada. Es una reaccion dependiente del

NADPH, (figura 7).

GSSG + NADPH + HY — NADP™ + 2 GSH

‘O, ==—p ==p w=ip ROOH === MDA

265H NADPH 6 'c‘:'n:*
GPx
GST Gr GEPDH
L3 Glucosa 6
V e e foslato
ROH + H,0

Figura. lll.14-Actuacién de Glutation Reductasa

La técnica estd basada en el método de Inger Carlberg y Bengt
Mannervik (1975), donde la oxidacion del NADPH es seguida en
espectrofotometro a 340 nm, durante 5 min a una temperatura de 30°C. Tras
preparar el tampon fosfato 0,1 M (NallHPO[], NaH[IPO[] 2H[1O y EDTA) /
bicarbonato 1% (NaHCO3) ajustado a Ph 7, se afiade NADPH[ y GSSG,
incubado a 37°C por 5 min. En microplacas falcon de 150y, se afiaden 20u de
muestra de citosol (dilucion 1:100) y 130u del reactivo, inmediatamente se

realiza la lectura en espectrofotometro.

3.8 Tratamiento Estadistico de los Resultados

Las determinaciones, en general, han sido realizadas por duplicado,

dando como valor la media de las dos determinaciones. Los datos se han
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expresado como valor medio + error estandar de la media (n=8 para intensidad
1y n=12 para las intensidades 2 y 3).

Antes de establecer comparaciones, se estudié la normalidad por el
método Shapiro-Wilk y la homogeneidad de la varianza de las distintas
variables por el método de Levene. También hicimos el andlisis de los residuos
para comprobar las hipétesis de normalidad y homogeneidad.

Las diferencias entre grupos (P<0,05) se establecieron mediante un
analisis de modelo mixto lineares, utilizando a posteriori ANOVA de un factor
(pos-hoc) de comparacién de grupos, utilizando el test de Bonferroni para
varianza homogéneas. El nivel de significancia estadistica establecida para
todo el andlisis ha sido (P<0,05).

Todo el tratamiento estadistico se ha realizado con el paquete

informéatico SPSS/PC para windows, version 18.0, en espafiol.
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4.1 Composicion corporal y somatocarta

En la tabla IV.1, se muestran de forma comparativa los valores de
composicion corporal, expresados en porcentaje, de los sujetos del estudio y
los de referencia (nadadores de elite espafioles) publicados por Luengo y cols.
(2000). Se ha observado una mayor masa grasa y menor masa muscular en las
mujeres del estudio frente a los valores de referencia, mientras que en los
hombres se observa una composicion opuesta, menor masa grasa y mayor

masa muscular con respecto a los de referentes.

Mujeres (REF) EEM (REF) Hombres (REF) EEM (REF)
Masa grasa % 17.72(11.66) + 1.08(1.84) 7.81 (10.06) + 0.46 (1.09)
Masa muscular % 46.92 (50.61) + 1.17(1.33) 53.08 (48.75) + 0.32(1.06)
Masa 6sea % 14.47 (16.83) + 0.37(1.32) 15.01 (17.09) +  0.38(1.25)
Masa residual % 20.9 (20.9) + 0.0(0.0) 24.1(24.1) + 0.0 (0.0)

Tabla. IV.1- Valores medios + EEM de masa corporal de los nadadores (mujeres y hombres) incluidos en el
estudio (%). Los valores de referencia de nadadores elite espaiioles, publicados por Luengo y col. (2000) se
muestran entre paréntesis.

En la figura 1V.1, se ha representado la somatocarta de los nadadores
asi como los valores de referencia publicados por Luenngo y col. (2010), en
azul claro para varones y rojo claro para mujeres. Como se puede apreciar la
distancia de dispersién del somatotipo (SDD) tanto para nadadoras (5,97) como
para nadadores (3,71) de nuestro estudio se aleja de las correspondientes

referencias.
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Figura.lV. 1- Somatocarta de los nadadores. Puntos azules para Hombres; puntos rojos para Mujeres; Azul
claro y Rojo claro corresponden a los valores de referencia de los nadadores de elite espaiioles (Luengo y cols,
2000).

4.2 Registro nutricional de los nadadores

En la Tabla tabla.lV.2 se muestran los valores medios + EEM de la
ingesta caldrica de macro y de micronutrientes y sus correspondientes ingestas
recomendadas. Lamentablemente no todos los sujetos aportaron los registros
alimentarios, de cinco dias facilitados, en su momento. Como se puede
observar algunos valores se sitian por debajo de las ingestas recomendadas,

sobre todo destaca la ingesta energética y la vitamina E en mujeres.
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Mujeres Hombres
Cantidad (g) % IR Cantidad (g) % IR
Nutriente Unidad Media EEM Media EEM Media EEM Media EEM

Kcalorias Kcal 2052,56 + 237,53 2760,00 * 0,00 3518,30 + 297,62 3600,00 = 0,00
Kjulios Kjul 8586,25 + 993 9623 O 14718,40 £ 1245 125,52

F—] Colesterol mg 271,76 + 21,93 577,95 + 67,14

& |Fibra g 28,47 + 11,44 27,51 = 4,50

E Proteinas g 116,94 + 36,83 41,80 = 139,17 + 11,08 54,00 +

% Glucidos g 468,40 + 198,67 403,50 + 43,54

& |Grasas g 74,28 * 5,31 142,93 + 12,74

S |aAGMono. g 30,75 + 2,44 59,87 + 3,77
A.G.Poli. g 12,04 + 2,25 22,63 + 3,87
A.G.Satur. g 23,94 + 2,21 47,62 = 5,05
Vit. A ug 859,13 + 800,00 1374,25 + 519,88 1000,00
Vit. B1 mg 2,10 + 0,70 1,10 2,31+ 0,23 1,40
Vit. B2 mg 1,92 + 0,23 1,70 2,98 + 0,55 2,20

2 |vit.B6 mg 2,27 + 0,61 1,64 3,09+ 0,71 1,80

§ Vit. B12 Hg 4,58 + 0,62 2,00 8,44 + 1,02 2,00

E Vit. C mg 87,55 + 27,49 60,00 + 177,69 = 56,77 60,00 +

S |vit.D ug 4,54 + 1,46 5,00 6,16 + 1,71 5,00
Vit. E mg 4,78 + 0,50 12,00 + 9,22+ 1,71 12,00 +
Eg. niacina mg 48,05 + 16,45 18,20 52,28 £ 6,33 23,80
Acido Félico ug 349,21 + 10,87 400,00 375,95 + 62,54 400,00
Sodio mg 2974,60 + 398,37 <2400 5212,80 + 203,18 <2400
Potasio mg 3516,84 + 887,28 3500,00 4453,50 + 730,75 3500,00

«n |Calcio mg 1085,44 + 150,97 880,00 1545,05 + 146,51 800,00

g Fosforo mg 1976,12 + 574,75 900,00 3203,20 + 258,44 700,00

w [Magnesio mg 417,04 + 167,67 330,00 448,65 + 62,14 350,00

§ Hierro mg 19,72 *+ 6,37 18,00 = 21,77 £ 3,50 10,00 =
Cinc mg 13,60 * 4,36 15,00 15,81 + 1,54 15,00
Yodo ug 415,15 + 58,28 112,00 533,95 + 117,68 140,00
Selenio ug 259,00 = 172,27 53,00 172,37 = 19,19 70,00

N2 5 4

Tabla. IV.4-Andlisis de las ingestas (media + EEM) de los sujetos estudiados, distribuidas por sexo.

Esta disminucién con respecto a las ingestas recomendadas, pensamos

gue se deben mas a la falta de experiencia a la hora de hacer los registros

diarios que a una situacion real. Asimismo destaca la elevada ingesta proteica

en ambos sexos, lo que lamentablemente, suele ser frecuente en casi todos los

deportistas. No obstante, si tenemos en cuenta la ingesta de grasas

monoinsaturadas y de micronutrientes antioxidantes, la dieta seguida por los
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nadadores de nuestro estudio no debe de interferir en los resultados

correspondientes al estrés oxidativo.

4.3 Resultados estadisticos

En la mayoria de los casos hemos utilizado, para la representacién de
las distintas variables, graficos de barras. En estos casos y para mostrar
diferencias estadisticamente significativas (p>0,05), hemos seleccionado los

simbolos abajo descritos:

* Diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) comparando las situaciones

de esfuerzo o recuperacion frente a reposo.

# Diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) comparando las situaciones
de recuperacion frente a esfuerzo.

& Diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) comparando las
intensidades 2 o 3 frente a 1 para cada una de las situaciones de esfuerzo
(Rep- reposo; Esf-esfuerzo y Rec-recuperacion).

$ Diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) comparando la intensidad 3
frente a 2 para cada una de las situaciones correspondientes (Rep- reposo;
Esf-esfuerzo y Rec-recuperacion).

@ Diferencia estadisticamente significativa (p<0,05), comparando hipoxia
frente a normoxia para cada una de las situaciones correspondientes (Rep-

reposo; Esf-esfuerzo y Rec-recuperacion).

103 | Silvana Noébrega Gomes



) UGR| Capitulo IV
MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO COMO HERRAMIENTA PARA OPTMIZAR LA INTENSIDAD DEL

ENTRENAMIENTO DE NADADORES EN HIPOXIA FRENTE A NORMOXIA
Resultados

4.3.1-Presion Arterial Sistolica (PaS) y Diastolica (PaD)

No observamos ninguna diferencia estadisticamente significativa en la
presion arterial sistélica y diastdlica, relacionadas con altitud, intensidad o
esfuerzo (Graficos IV.1y IV.2). Los valores en reposo se encuentran dentro de
la normalidad mientras que los de esfuerzo son mas bajos de lo esperado, lo
gue probablemente se debe a que fueron tomados a los tres minutos

postejercicio.
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Grafico. [IV.1-Presion Arterial Sistdlica en las condiciones: Normoxia e Hipoxia;
Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones: Reposo, esfuerzo y
recuperacion.
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Grafico. IV.2-Presion Arterial Diastdlica en las condiciones: Normoxia e Hipoxia;
Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones: Reposo, esfuerzo y
recuperacion.
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4.3.2 Frecuencia Cardiaca (FC)

En nuestras condiciones experimentales, observamos un aumento
gradual de la frecuencia cardiaca, estadisticamente significativo en todas las
intensidades vy situaciones de esfuerzo como se muestra en el grafico 3. Tras
15 minutos de recuperacion, este parametro desciende, aproximandose en
todos los casos a los valores iniciales de reposo, aunque en intensidad
moderada y elevada, siguen siendo diferentes estadisticamente. No se ha

observado diferencias relacionadas con la altitud: normoxia e hipoxia.
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Grafico. IV.3-Frecuencia Cardiaca (ppm) en las condiciones: Normoxia e Hipoxia;
Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones: Reposo, esfuerzo y
recuperacion.

4.3.3 Velocidad (m/s)

Las velocidades de nado que se muestran en el gréfico V.4
corresponden a los valores medios de hombres y mujeres de la fase Il de
entrenamiento. Como se observa, todos los nadadores se ajustaron a los
objetivos marcados para cada intensidad (1.004+0.0041 m/s para intensidad
baja; 1,237+0.026 m/s para intensidad media y 1,385+03.031 m/s para alta)
manteniéndolas tanto en normoxia como en hipoxia. Por tanto Unicamente
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes
intensidades de esfuerzo y ninguna diferencia relacionada con la altitud

(grafico.lV. 4).
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Griéfico. IV.4-Velocidad (m/s) en las condiciones: Normoxia e Hipoxia; Intensidades: 1-baja;
2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones: Reposo, esfuerzo y recuperacion.

4.3.4 Lactecimia

Como se muestra en el grafico 1V.5, las tres intensidades determinan
incrementos en lactato sanguineo que son estadisticamente significativas para
la intensidad media y alta (p<0.01) tanto en la situacién de normoxia como en
hipoxia, con respecto a sus correspondientes valores en reposos. Como era de
esperar, los valores de la intensidad alta son estadisticamente superiores a los
de intensidad media para ambas situaciones experimentales (normoxia e
hipoxia). Por otra parte, los valores de recuperacién, al igual que ocurria en
esfuerzo, son estadisticamente significativos para las dos intensidades

superiores con respecto a sus correspondientes reposos.

Lo mas destacado, es el mayor incremento (estadisticamente
significativo) de las intensidades media y alta en la situacibn de hipoxia

moderada con respecto a normoxia. Asimismo, los valores de aclaramiento de
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lactato tras los 15 minutos de recuperacion, son de mayor magnitud, aunque no

llegan a ser estadisticamente significativos, en normoxia que en hipoxia.
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Grafico. IV.5- Concentracion de Lactato tEEM (mmol/l) en las condiciones: Normoxia e

Hipoxia; Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones: Reposo,
esfuerzo y recuperacion.

4.3.5 Hemoglobina (g/ml)

A pesar que los datos muestran valores ligeramente inferiores en
normoxia (en torno a 14 mg/ml) frente a hipoxia (unos 15 g/ml) No encontramos
ningln cambio significativo de concentracién de hemoglobina relacionados a

altitud, intensidad o esfuerzo (Grafico.lV.6).
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Gréfico.lV. 6-Concentracion de Hemoglobina (mg/ 100 ml) en las condiciones de Normoxia e
Hipoxia; Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones: Reposo,
esfuerzo y recuperacion.

4.3.6 Hematocrito (%)

Aunque sin diferencias estadisticamente significativas, el entrenamiento
en hipoxia induce un ligero aumento en los valores de hematocrito comparados
con normoxia. Tampoco observamos diferencias estadisticamente significativas
por intensidad (Grafico IV.7). No obstante, esta ligera hemoconcentracién
inducida por la hipoxia, determinard el reajuste de aquellos parametros que se
incrementen y poder discriminar de forma apropiada el efecto del

entrenamiento en altitud.
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Grafico. IV.7- Hematocrito (%), en las condiciones: Normoxia e Hipoxia; Intensidades: 1-
baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones: Reposo, esfuerzo y recuperacion.

4.4 Resultado de los marcadores de estrés oxidativo

4.4.1 TBARs (nmol/ml)

Encontramos una disminucién, en muchos casos significativa, en las
concentraciones de TBARs en condicién de hipoxia frente normoxia para las

diferentes situaciones de esfuerzo (Grafico.lV.8).
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Grafico. IV.8- Concentracion de TBARs plasmaticos (nmol/ml) en las condiciones: Normoxia
e Hipoxia; Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones: Reposo,
esfuerzo y recuperacion.

4.4.2 Hidroperoéxidos (nmol/ml)

La concentracion plasmatica de hidroperoxidos (Grafico 1V.9), sigue el
mismo comportamiento mencionado anteriormente para TBARS, aunque en
este caso, solo en dos situaciones de esfuerzo descienden de forma
significativa, en las condiciones de esfuerzo en las intensidades 1 y 2 de

hipoxia con respecto a normoxia.
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Grafico.IV. 9-Concentracion de Hidroperoxidos plasmaticos (nmol/ml) en las condiciones:
Normoxia e Hipoxia; Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones:
Reposo, esfuerzo y recuperacion.

4.5 Resultados de Dafios al ADN (COMET)

En los resultados del analisis COMET (graficos IV.10 y IV.11) se observa
gue no hubo diferencias significativas en el tamafio de la cabeza del ADN ni en
la cola que indicasen un mayor dafio celular relacionado a las distintas

condiciones: altitud, intensidad y esfuerzo.
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Grafico. IV.10-COMET-Cabeza del ADN (%) en las condiciones: Normoxia e Hipoxia;
Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones: Reposo, esfuerzo y
recuperacion.
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Grafico. IV.11-COMET Cabeza del ADN en las condiciones: Normoxia e Hipoxia;
Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones: Reposo, esfuerzo y
recuperacion.
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4.6 Resultados Antioxidantes Enddgenos

4.6.1 Superoxido Dismutasa

Los valores de actividad SOD a intensidad 3 son mas reducidos que a
intensidad 2 en la situacion de esfuerzo tanto en normoxia como en hipoxia.
Llama la atencién las diferencias encontradas en hipoxia en las situaciones de
reposo a ambas intensidades asi como la diferencia entre hipoxia y normoxia

en la situacion de reposo. (gréfico.lV.12).
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Grafico. IV.12- Actividad Superdxido Dismutasa (U/mg) en las condiciones: Normoxia e
Hipoxia; Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones: Reposo,
esfuerzo y recuperacion.

4.6.2 Catalasa (seg™ mg™)
No hemos observado ninguna diferencia estadisticamente significativa
en la actividad de la catalasa comparandose en las distintas condiciones:

altitud, intensidad y esfuerzo.
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Grafico. IV.13- Actividad Catalasa (seg’ mg") en las condiciones: Normoxia e Hipoxia;
Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones: Reposo, esfuerzo y
recuperacion.

4.6.3 Glutation Perdxidasa (GPX)

La actividad de la glutation peroxidasa que se representa en el grafico
IV.14, mostré un comportamiento creciente entre las situaciones de reposo,
esfuerzo y recuperacion respectivamente. Sin embargo, los valores fueron muy
similares entre normoxia e hipoxia a intensidad 2, sin cambios significativos en
ninguna situacion. En cambio, a intensidad 3, se produce un descenso
significativo principalmente en condicion de hipoxia en las tres situaciones
(reposo, esfuerzo y recuperacién) mostrando valores mas reducidos que los
obtenidos en normoxia a intensidad 3 y a los obtenidos en hipoxia a intensidad

2.
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Grafico. IV.14- Actividad Glutation Peroxidasa (U/mg) en las condiciones: Normoxia e
Hipoxia; Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones: Reposo,
esfuerzo v recuneracion.

4.6.4 Glutation Reductasa (GRX)

Resultados

La actividad Glutation reductasa (Gréfico 1V.15) solo presenta diferencias

estadisticamente significativas, con valores mas reducidos en las condiciones

de reposo y esfuerzo de la intensidad 3 frente a 2 en hipoxia.
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Grafico. IV.15- Actividad Glutation Reductasa (GRX) en las condiciones: Normoxia e
Hipoxia; Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones: Reposo,
esfuerzo y recuperacion.
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4.7 Resultados de los antioxidantes no enzimaticos

4.7.1- Tocoferol

Observamos (Gréfico 1V.16) un descenso estadisticamente significativo
de la concentracién plasmatica de tocoferol en la intensidad 2 de hipoxia con
respecto a la intensidad 2 de normoxia, en las tres condiciones: reposo,

esfuerzo y recuperacion.
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Gréfico. IV.16- Concentracion plasmatica de Tocoferol (nmol/l) en las condiciones:
Normoxia e Hipoxia; Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas
situaciones: Reposo, esfuerzo y recuperacion.1

4.7.2 Retinol
Como se muestra en el grafico IV.17, no hemos encontrado diferencias

estadisticamente significativas en las concentraciones plasméaticas de retinol,

para todas las combinaciones posibles.
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Grafico. 1V.17- Concentracidon plasmatica de Retinol (nmol/ml) en las condiciones:
Normoxia e Hipoxia; Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas
situaciones: Reposo, esfuerzo y recuperacion.

4.7.3 Coenzima Q1o

Observamos una disminucién en los niveles de coenzima Q10 en hipoxia
y con valores estadisticamente significativos en las situaciones de esfuerzo y
recuperacion de la intensidad 3 frente a 2 de normoxia. Del mismo modo
también existen en reposo y recuperacién de la intensidad 2 de hipoxia frente a

reposo y recuperacion de la intensidad 2 de normoxia (Grafico 1V.18).
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Griafico. IV.18- Concentracion plasmatica de Coenzima Qo (NMOL/ML) en las condiciones:
Normoxia e Hipoxia; Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas
situaciones: Reposo, esfuerzo y recuperacion.
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5.1 Introduccién

5.1.1 Definicién y Caracterizacion de la Natacién

La natacion es una practica deportiva en la que participa la mayor parte
de la masa muscular y ésta, utiliza todo el espectro de sustratos energéticos y
todos los tipos de sistemas de transferencia de energia (Capelli C. y col.,
1998). El medio en el que se realiza la nataciébn presenta diferencias
considerables con respecto al resto de practicas deportivas. Por un lado, las
resistencias a vencer durante el desplazamiento y las fuerzas que lo
determinan son extremadamente complejas. Por otro, la exigencia de una
mecanica respiratoria diferente por encontrarse en un medio acuético. Nadar
rapido, requiere la optimizacién y aprovechamiento de esas fuerzas (gravedad,
flotacion, resistencia y propulsion) tratando de maximizar unas y minimizar
otras, hasta alcanzar la maxima eficiencia desde el punto de vista fisico, para
tratar de unirlo con el mejor potencial fisioldgico del deportista. Son, por tanto,
multitud  de factores los que pueden afectarla capacidad del
nadador. Biomecanicay Fisiologia son las herramientas actuales utilizadas
por los cientificos del deporte de la natacion para determinar los factores

importantes cara a maximizar el rendimiento (Troup, JP, 1999).

Desde el punto de vista fisiolégico, la natacion presenta otras
peculiaridades que derivan de la posicién horizontal y de encontrarse en
suspensién en el medio acuoso, lo que comporta aspectos diferenciados de la
funcion cardiovascular con respecto a otras disciplinas deportivas. El gasto

cardiaco es, probablemente no limitante para el rendimiento de los nadadores
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ya que alcanzan facilmente los valores méaximos durante la carrera. La
frecuencia cardiaca maxima, sin embargo suele ser inferior, aproximadamente
unos 10 latidos por minuto en comparacién a otras disciplinas deportivas como
la carrera. Los factores locales, tales como la circulacion periférica, la densidad
capilar, la presion de perfusion y la capacidad metabdlica de los musculos
activos, son condicionantes importantes de la capacidad de produccion de
energia y, también es necesario hacer hincapié en la trascendencia de los
movimientos técnicos de la natacion. La mejora de la técnica y su éptima
ejecucién desde el punto de vista biomecéanico, complementan en gran medida

los continuos avances en el rendimiento (Holmér, 1992).

5.2 Porque entrenamiento en Hipoxia?

Segun (Strzata y cols.,, 2011) Cambios en diferentes condiciones
ambientales con reduccion de oxigeno, pueden causar adaptaciones
sistémicas en el organismo del deportista, que suelen ser descritos como
“Dopaje natural”, proceso de adaptacion metabdlico a un entorno cambiante a
nivel celular sin necesidad de consumo de drogas. En el medio deportivo de
elite, es muy frecuente el uso de entrenamiento en hipoxia moderada con el
objetivo de mejorar la capacidad de transporte de oxigeno e incrementar el
rendimiento a nivel del mar (Charles y cols., 2008; Pialoux, 2006; Meeuwsen y

cols., 2001).

El entrenamiento en altitud sigue siendo ampliamente estudiado por

numerosos grupos de investigacion. Sin embargo, la utilizacién de un diverso
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abanico de situaciones experimentales y metodologicas, dificulta la
interpretacion de los resultados y a su vez determina la continuidad de la
controversia sobre su eficacia (Clark y cols., 2009; Barry Braun 2008; Subudhi
y Robach 2008; Schuler y cols., 2007; Burtscher y cols., 1996, Levine y Stray
Gundersen, 1997). No obstante, la combinacion de la actividad fisica e hipoxia,
ademas del interés por maximizar el rendimiento, nos ofrece una situacion
fisiolégica natural magnifica para profundizar en el conocimiento de sus efectos
sobre el equilibrio redox en atletas (Pialoux y cols., 2008; Heinicke y cols.,

2009; Kabasakalis y cols., 2011).

5.3 Caracteristicas antropométricas de los nadadores estudiados

Las caracteristicas morfologicas de los seres humanos cambian segun la
edad, el sexo, la raza, la alimentacion y el tipo de actividad que desempefian
(Luengo y cols., 2000). En la natacién, como en otras practicas deportivas, la
composicion corporal y las caracteristicas morfométricas pueden afectar el
rendimiento de los nadadores requiriéndose un patron morfolégico especifico

para cada estilo natatorio (Zuniga y col., 2011).

En nuestro estudio, la composicion corporal de los sujetos
experimentales muestra gran homogeneidad para ambos sexos (Tabla

l1l.1.material y método).

Las mujeres participantes tenian un peso y un porcentaje de grasa

corporal de 59.7+2.03 kg y 17.71+1.07 % respectivamente. Estos valores son
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superiores aunque proximos a los de referencia mas apropiados, dado el nivel
de los sujetos de nuestro estudio, descritos por Luengo y colaboradores
(estudio realizado en nadadores crolistas de la élite espafiola) (Luengo y cols.,
2000). El peso y porcentaje de grasa corporal de los varones participantes en
nuestro estudio fue de 73.2+5.17 kg y 7.840.46 %, que a diferencia de las
féminas presentaron valores ligeramente inferiores a los referentes aportados
por (Luengo y col.,, 2000). No obstante, tanto el peso como porcentaje de
grasa corporal de nuestros nadadores se sitian dentro del rango de normalidad
aportado por Lavoie y Montpetit (1989), 14 a 19% de grasa corporal para

mujeres y de 5 a 10% para varones.

El somatotipo medio fue de 3.48-3.13-2.33 y 2.47-4.16-2.31 para
mujeres y hombres respectivamente. Al comparar estos valores con los de
referencia (Luengo y cols., 2000), observamos una distancia somatotipica, 6
distancia de dispersion del somatotipo (SDD), de 3.73 para mujeres y de 4.16
para hombres. Este indice nos indica que nuestros nadadores no son
morfométricamente similares a los de referencia (figura.lV.1.resultados) lo que
probablemente se debe a que no todos nuestros sujetos son crolistas. De

hecho, si comparamos el SDD con nadadores de varios estilos de referencia

mundial, observamos mas proximidad en los morfotipos.

En cualquier caso, tanto la composicion corporal como el somatotipo de
nuestros sujetos experimentales, indican la idoneidad de los mismos para los

objetivos de nuestro estudio.
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5.4 Parametros fisiolégicos de las sesiones de entrenamiento (Ht, Hb,

PaS, PaD, lactato)

Para los objetivos de nuestro estudio, era esencial el mantenimiento de
las condiciones experimentales de las tres sesiones de entrenamiento
realizadas en cada una de las altitudes y que a su vez estas fuesen facilmente
repetibles por cualquier otro grupo experimental. El elemento esencial para
conseguirlo fue el mantenimiento de la velocidad en cada una de las
intensidades a las dos altitudes. Como se muestra en el
(gréfico.lV.4.resultados), las velocidades medias fueron de 0.99+0.01,
1.23+0.04 y 1.40+0.05 m/s para las tres intensidades en normoxia, valores
practicamente idénticos a los realizados en la situacion de hipoxia (0.99+0.01,
1.24+0.04 y 1.39+0.05 m/s). Estas velocidades fueron seleccionadas buscando
como objetivo unos valores de lactato en normoxia por debajo del umbral
anaerdébico para la intensidad baja, en el entorno del umbral anaerébico para la

segunda y por encima de este para la tercera intensidad.

Esto nos permitiria comprobar el efecto de la altitud moderada sobre uno

de los parametros fisiolégicos mas indicativos de intensidad.

La lacticemia obtenida a la conclusién de las tres sesiones de
entrenamiento en normoxia, que se muestran en el gréfico.V.2, fueron de
2.05£0.22, 5.36+0.44 y 9.69+0.46 mmol/l. Estos valores fueron
estadisticamente superiores (p<0.05) en la situacion de hipoxia para la
intensidad media (8.67£0.82 mmol/l) y alta (11.31+0.43 mmol/l), mientras que

fueron iguales para la intensidad baja (1.96+0.33 mmol/l).
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Grafico.V. 1- Concentracion de Lactato (mmol/I) en las condicieones: Normoxia e Hipoxia;
Intensidades: 1-baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones: Reposo, esfuerzo y
recuperacion.

Uno de los problemas de los estudios comparativos realizados a
diferente altitud sobre el nivel del mar, es que los incrementos de los
parametros sanguineos, como en nuestro caso el lactato, se deban a la

hemoconcentracion inducida por la exposicion aguda a la hipoxia.

Los resultados de hemoglobina y de hematocrito obtenidos al concluir
las tres sesiones de entrenamiento y a los 15 minutos de recuperacién, en
normoxia e hipoxia moderada (graficos.IV.6 y IV.7.resultados), fueron muy
similares y sin mostrar diferencias estadisticamente significativas. No obstante
la hipoxia induce una ligera hemoconcentracion, similar en magnitud para cada
una de las intensidades y en las tres condiciones experimentales: reposo,

esfuerzo y recuperacion. Si aplicamos el algoritmo de Dill y Costill (Dill, &
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Costill, 1974), observamos que en reposo la altitud induce una pérdida media
del volumen plasmatico del 6% en las tres condiciones indicadas. No obstante,
si aplicamos esta correccion sobre los valores de lactato en sangre para las
intensidades media y alta (en altitud moderada), obtendriamos los siguientes
valores: 8.15+0.76 mmol/l para intensidad media y de 10.63+0.40 mmol/l para

la elevada (Grafico V.3).

A pesar de la correccion, los valores de lactato en hipoxia siguen siendo
mas elevados con respecto a normoxia, aunque ahora de forma significativa
(p<0.05) solo para la intensidad media. En cualquier caso, nuestros resultados
estan en consonancia con lo observado hasta ahora para otras disciplinas

deportivas (Friedmann et al., 2005; Van Hall et al., 2009).
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Grafico.V. 2-Lacticemia (mmol/l) de los nadadores, corregido por la ecuacion
de( Dill & Costill, 1974)en las altitudes: Normoxia e Hipoxia; Intensidades: 1-
baja; 2-moderada; 3-alta y en las distintas situaciones: Reposo, esfuerzo y
recuperacion.

127 | Silvana N6brega Gomes



) UGR| capitulo V
MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO COMO HERRAMIENTA PARA OPTMIZAR LA INTENSIDAD DEL

ENTRENAMIENTO DE NADADORES EN HIPOXIA FRENTE A NORMOXIA
Discusion y Conclusiones

Estos valores nos indican que a igualdad de intensidad, los musculos
involucrados en la natacién generan mayor produccién de lactato, efecto
claramente inducido por la hipoxia. La explicacion fisiol6gica la podemos
atribuir a una mayor descarga adrenérgica inducida en ambientes hipoxicos
moderados frente a normoxicos, fenébmeno ampliamente descrito en bibliografia
(Katayama y col., 2010). La accién de las catecolaminas probablemente
modifica el perfil de reclutamiento de fibras de contraccion rapida, adelantando
el reclutamiento de las mismas en hipoxia. Esto estaria de acuerdo con los
valores de lactato obtenidos a intensidad media en hipoxia, que son
significativamente superiores (p<0.05) a sus correspondientes en normoxia,
mientras que a la intensidad elevada, practicamente maxima, el reclutamiento
de las fibras rapidas probablemente se debe igualar en ambas altitudes

generando valores de lactato similares.

Lo que si estéa claro, es que un aumento sanguineo de lactato comporta
un incremento proporcional de H*, los cuales podrian inducir un mayor grado
de fatiga sistémica y un incremento en el dafio de miofibrillas musculares con
respecto a la situacion de normoxia a una misma velocidad (Gladden, 2004).
Una de las funciones clave del lactato es exteriorizar H*, cotransporte realizado
por los transportadores monocarboxilicos MCT4 de mayor distribucién en fibras
rapidas (T. Hashimoto, 2004). Una posibilidad, que habria que comprobar, es
precisamente la existencia de algin mecanismo dependiente de la hipoxia
(probablemente mediado por HIF-1a) que determinase un mayor nimero y/o
actividad de dichos transportadores con el objetivo de exteriorizar mas protones

e impedir una fatiga de las células musculares. Otra posibilidad podria
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relacionarse sencillamente por el incremento metabdlico consecuencia de la
mayor descarga adrenérgica y que cursaria con una mayor exteriorizacioén de
lactato y protones. En cualquier caso, habria que comprobar si la mayor
actividad metabdlica comportaria un mayor trabajo sarcomérico. Estos ultimos

supuestos, son precisamente objeto de estudio en nuestro laboratorio.

Paraddjicamente y a diferencia de los resultados obtenidos de lactato en
sangre, la frecuencia cardiaca tanto a intensidad media (170.29+1.84 Ipm)
como a alta (171.90+£2.96 Ipm), en hipoxia moderada, son idénticas a las
obtenidas en normoxia (168.89+3.35 y 175.60+2.25 Ipm para las respectivas
intensidades). Ademas no existieron diferencias estadisticamente significativas
entre ambas intensidades. Otros autores, en condiciones experimentales
parecidas a las nuestras, aunque con hipoxia inducida y en corredores de
fondo, observan valores inferiores de frecuencia cardiaca en hipoxia a una
misma intensidad (Friedmann y col., 2004), existiendo, no obstante, una abierta
discusion sobre la altitud a la que se produce dicho descenso. En un estudio de
respuesta aguda a 4000 m sobre el nivel del mar, no observaron reduccién ni
de frecuencia cardiaca ni de gasto cardiaco, manteniéndose constante el
volumen sistdlico (Stenberg y cols., 1966). No obstante podria deberse a una
cuestion de tiempo, requiriéndose al menos cuatro horas para que se produzca
un descenso de la frecuencia cardiaca (Saltin, 1996; Lundby y cols., 2001). Por
otra parte, (Lundby y cols., 2001) no observaron descensos de frecuencia
cardiaca a 3300 m, mientras que otros investigadores describen descensos de
la frecuencia cardiaca maxima a una altitud ligeramente inferior a la anterior

(3000 m) (Koistinen y cols., 1995) e incluso a 2500 m (Friedmann y cols., 2005;
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Katayama y cols., 2010). Estos resultados, son de especial relevancia, puesto
gue muchos deportistas pueden entrenar en altitud a una intensidad excesiva si
solo se guian por la frecuencia cardiaca (Bartsch y Saltin, 2008). Esto se ve
reforzado por el hecho de que durante ejercicios submaximos, la frecuencia
cardiaca responde de forma mas incrementada a baja que a alta altitud

(Bartsch y Saltin, 2008).

El que no se produzcan cambios en frecuencia cardiaca o0 estos
disminuyan en hipoxia moderada a una intensidad dada, ha sido explicada por
un descenso del trabajo cardiaco, probablemente por un descenso del flujo
sanguineo pulmonar y su incremento correspondiente del tiempo de paso de
los globulos rojos, especialmente en intensidades subméaximas y maximas.
Esto determinaria una Optima oxigenacion de la sangre a su paso por los
alveolos, asegurando una Optima saturacion de la hemoglobina arterial
(Boushel y cols., 2001; Bartsch y Saltin, 2008). Otra justificacion de este hecho,
que en realidad determinaria lo anterior, seria por un incrementado del tono
parasimpatico en hipoxia moderada (Boushel y cols., 2001) como consecuencia
de una regulacion a la baja de los B-receptores cardiacos (Richalet y cols.,
1988; Favret y Richalet, 2007). La contribucién de estos investigadores es
esencial para justificar el hecho de que a una intensidad dada la frecuencia
cardiaca en hipoxia moderada, o no incrementa e incluso disminuye, a pesar de
un mayor aumento de liberacién de catecolaminas (Katayama y cols., 2010).
En nuestro estudio, todo lo anterior se veria acentuado, por ser la nataciéon una
practica deportiva que se realiza en posicion horizontal y en suspension, lo que

facilitaria la funcién cardiaca.
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Gran parte de los equipos de los diversos deportes, planifican su
estancia a altitud incluyendo una fase de aclimatacién, pero es frecuente
observar como algunos de ellos lo hacen por corto periodo e incluso con
subidas subitas para entrenar y volver a nivel del mar. En estos casos no solo
no se tiene en cuenta la fase de aclimatacién sino que tampoco se ajustan las
cargas de intensidad para este periodo especifico. Segun (Schmitt y cols.,
2006), la planificacion de entrenamiento en altitud sigue siendo muy especifico
y cualquier error en volumen y/o intensidad puede causar fatiga a largo plazo
para el atleta e incluso retrasar o eliminar los efectos positivos de la exposicidon

a altitud.

La frecuencia cardiaca y la concentraciéon de lactato en sangre son las
herramientas mas utilizadas para el control de la intensidad en el
entrenamiento (Toubekis y cols., 2011, Robertson y cols., 2010, Lecoultre y
cols., 2009, Greenwood y cols., 2008, Charles y cols., 2008, Schmitt y cols.,
2008, Friedmann y cols., 2004), no obstante aun encontramos discrepancias
en la equivalencia relativa a la intensidad submaxima de la frecuencia cardiaca
en hipoxia. Schmitt y cols., (2006) recomiendan el uso de la variacion de
frecuencia cardiaca (VFC) como una buena herramienta para monitorizar los
efectos de la hipoxia en cargas de esfuerzo para nadadores de elite. Segun
(Friedmann y cols., 2004) intensidades relativas en normoxia e hipoxia son
equivalentes cuando el ejercicio de resistencia se realizan con velocidades
inferiores al umbral anaerébico individual (IAT) o en su entorno. Sin embargo,
en hipoxia, la relacion de la frecuencia cardiaca y lactato en sangre, deja de ser

lineal cuando la intensidad del ejercicio es submaxima. Por tanto entrenar en
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hipoxia moderada con la frecuencia cardiaca de referencia de situaciones

normdxicas suele ser un error.

En otras disciplinas deportivas, el entrenamiento en altitud moderada en
su fase inicial se caracteriza por generar unos valores de lactato sanguineos
superiores a los generados a nivel del mar. Friedmann y cols., (2005), lo
demuestra en corredores de fondo sometidos a una prueba de esfuerzo
incremental en condiciones de hipoxia moderada (acute normobaric hypoxia).
Van Hall y cols., (2009) también lo evidencia aunque en condiciones
experimentales muy diferentes (utiliza cicloergometro y en condiciones de
hipoxia simulada tanto aguda como cronica a 4100 m sobre el nivel del mar).
Sin embargo no hay muchos estudios con este enfoque experimental en

nadadores.

Como deciamos en parrafos anteriores, en nuestro estudio, tanto en
hombres como en mujeres, observamos que para una misma velocidad de
nado, el incremento de lactato sanguineo es mayor en altitud moderada (2320
m) con respecto a baja (669 m sobre el nivel del mar) y que es mas acentuado

a intensidad moderada que a subméaxima.

El disefio experimental de nuestro estudio tiene entre sus objetivos
ofrecer una herramienta que nos permita, de forma rapida y con metodologia
asequible, optimizar las velocidades de entrenamiento en altitud moderada
(Centro de Alto Rendimiento Deportivo de sierra Nevada) y que estas sean

equivalentes a las de altitudes inferiores.
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los ejes “y“ y "x“ respectivamente) de todos los sujetos. Solo se muestran las diferencias estadisticamente
significativas para lactato y frecuencia cardiaca (p<0.01). * indica diferencias entre valores de hipoxia vs normoxia
para cada una de las intensidades; # indica diferencias entre intensidades media y/o maximas vs baja; & indica
diferencias entre alta intensidad vs media. Las lineas representan el analisis de regresiéon (mejor ajuste) entre
lactato 6 frecuencia cardiaca vs velocidad de nado. N= 12.

Como se observa en las figuras del (grafico.V.4), bastarian tres
intensidades de nado para poder correlacionar lactato frente a velocidad y
hacer los citados ajustes. Ambas figuras ponen de manifiesto que la dinamica
de acumulo de lactato en sangre en hipoxia moderada, tanto para hombres
como para mujeres, no sigue una correlacion exponencial clasica como la

observada en normoxia, sino que el mejor ajuste pasa a ser logaritmico.

Este cambio de cinética no ha sido descrito hasta ahora ni en nadadores

ni en otras disciplinas deportivas en las que probablemente seria similar.
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En el caso de las nadadoras (gréafico.V.5), la velocidad de nado que
genera un lactato sanguineo de 6 mmol/l, es de 1.20 m/s en normoxia mientras
gue en hipoxia moderada dicha concentracién se consigue a una velocidad 0.1
m/s inferior (1.10 m/s). Para los varones (grafico.V.6), esta interpolacion
determina que la intensidad de nado que genera los 6 mmol/l de lactato es de
1.34 m/s en normoxia y de 1.17 en hipoxia. De esta forma seria facil y rapido
ajustar individualmente para cada atleta, las velocidades de nado en altitud
moderada en funcion de los objetivos del entrenamiento y de sus equivalentes

a la situacion de normoxia.

Nuestros resultados nos permite concluir que durante el ejercicio en
situacion de  hipoxia aguda moderada, a intensidades moderadas vy
submaximas, el trabajo metabdlico y/o mecénico muscular producido en
natacion no esté correctamente definido por la frecuencia cardiaca y si por el
lactato en sangre. Nuestro estudio evidencia que en las primeras sesiones de
entrenamiento en hipoxia moderada es conveniente un ajuste de la intensidad
para evitar posibles sobrecargas e incluso desentreno y preferiblemente utilizar

los valores de lactato en sangre a los de la frecuencia cardiaca.

5.5 Parametros de Estrés Oxidativo

5.5.1 TBARS e Hidroperéxidos (Normoxia)
En los resultados de nuestro estudio, tanto en normoxia como en
hipoxia, no hemos observado ninguna diferencia significativa en los

marcadores de estrés oxidativo de origen lipidico, TBARS e Hidroperéxidos,
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por la realizacion de 90 minutos de actividad fisica, a ninguna de las
intensidades. Es mas, incluso muestran una tendencia a disminuir en las
situaciones de esfuerzo y a los 15min de recuperacion. Estos resultados, estan
en contra de otros estudios en los que observan incrementos significativos de
ambos marcadores. La gran diferencia metodol6gicamente que presenta
nuestro estudio con respecto a la mayoria de publicaciones, es la larga
duracién (90 minutos) de las sesiones evaluadas desde el punto de vista del
estrés oxidativo. Probablemente es un tiempo suficientemente largo como para
gue los mecanismos de defensa antioxidante y/o los mecanismos reparadores
se activen de forma adecuada y atenten los marcadores de estrés oxidativo de
origen lipidico. En un estudio reciente (Kabasakalis y cols., 2011) en el que
investigaron los efectos de una ultramaraton de natacion, tampoco observaron
incrementos ni en la concentracion plasmatica de TBARS y ni en la capacidad
antioxidante plasmatica total. En este estudio, los atletas nadaron durante 3.4h
y cubriendo 15 km. Los investigadores concluyeron que la baja intensidad y la

larga duracion no estan asociados con el dafio oxidativo.

No obstante en nuestro estudio una de las tres intensidades, aunque de
larga duracion, practicamente fue méxima. Nuestros datos a alta intensidad
estarian de acuerdo con lo observado por Bloomer y cols. (2006), en un estudio
con 48 atletas bien entrenados (25 hombre y 23 mujeres) sometidos a una
sesion de 6 repeticiones de esfuerzo maximo en cicloergbmetro, en el que no
observaron aumentos plasméaticos ni en malondialdehido ni en grupos carbonilo

asociadas a proteinas. Concluyeron que estas sesiones extenuantes no
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aumentan el estrés oxidativo porque los atletas estaban bien entrenados y la

apropiada adaptacion de los mecanismos de defensa antioxidante.

Otro aspecto que puede ser relevante en estos estudios, es la correcta
ingesta de antioxidantes. Aunque nuestro estudio presenta ciertas lagunas,
pocos registros y falta de exactitud, en general demuestran un aporte
apropiado de antioxidantes. Demenice y cols. (2010) investigaron las

respuestas de los marcadores de estrés oxidativos en nadadores bien

entrenados sometidos a entrenamiento de alta intensidad (interval training),
observando un aumento significativo en los niveles de TBARS, pero en su
caso, la ingesta de antioxidante de los atletas estudiados era claramente

deficiente, pudiendo este ser el elemento clave en los resultados obtenidos.

5.5.2 TBARS e Hidroperéxidos (Hipoxia)

La gran paradoja de nuestro estudio, y probablemente lo mas
interesante, son los resultados de los marcadores de estrés oxidativo de origen
lipidico utilizados. Nosotros partiamos de la hipétesis, de que el estrés fisico
mas el de hipoxia incrementaria los niveles de estrés oxidativo (ver gréaficos
IV.8 y 9-resultados). Sin embargo nuestros resultados claramente demuestran
gue solamente el estimulo hipdxico, aunque de forma aguda, disminuye dichos
marcadores. Es la primera vez que aparece en bibliografia esta situacion,
aunque hay que aclarar que nuestro estudio, metodolégicamente, difiere del
resto, puesto que nuestros nadadores ascendian al ambiente hipdxico

moderado para realizar la sesion de entrenamiento y rdpidamente volvian a
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normoxia. En cualquier caso, debe de existir un mecanismo, de rapida
instauracion, mediante el que se estimulen de forma eficiente los mecanismos
de defensa antioxidante, o bien, que los mecanismos clasicos de produccion de

especies reactivas derivadas del oxigeno sean menos operativos.

Bailey y cols. (2001), observaron que la hipoxia y ejercicio fisico son
fuentes independientes de estrés oxidativos. Pialoux y cols. (2009), en una
revision reciente, citan varios estudios que observan una disminucién del
estado redox mitocondrial durante hipoxia como causa de la generacién de
EROs, principalmente a nivel 1l de citocromo aunque también por activacion de
xantina oxidasa, NAPDH-oxidasa y fosfolipasa A,. Estos factores, asociados al
ejercicio, afectarian negativamente el equilibrio antioxidante. Otros estudios
(Heinicke y cols., 2009; Pialoux y cols., 2006; Pialoux 2008), también pusieron
de manifiesto aumentos en los marcadores de estrés oxidativo durante el

ejercicio en hipoxia.

En general, los estudios anteriores y otros similares, difieren
metodologicamente del nuestro puesto que utilizan altitudes mas elevadas y su

correspondiente fase de aclimatacion.

Recientemente, Eleganczyk-kot y cols. (2011), evaluaron los indices pro
y antioxidantes en siete atletas de esqui alpino bien entrenados (20 a 29 afios),
sometidos durante 6 dias de entrenamiento a 3160m en la fase de preparacion
especifico. En estas condiciones, observaron un sutil aumento en los indices
inmunolégicos, pero no hubo cambios en los pardmetros prooxidativos

(TBARS) ni en antioxidantes (capacidad antioxidante total), atribuyendo los
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resultados a posibles adaptaciones por el entrenamiento anaerébico. Chandel y
Budinger (2007), aun que en estudios in vitro, observaron resultados similares
a los de nuestro estudio que justificaron la disminucion de generacion
marcadores de estrés oxidativo durante hipoxia, por la activaciéon del HIF-1 y la

prevencion de la senescencia.

Bailey y cols. (2001), midieron marcadores de peroxidacion lipidica, tras
la realizacién de actividad fisica en hipoxia intermitente en dos grupos de
sujetos (14 en normoxia y en 18 hipoxia). Constataron bajos valores de
peroxidacion lipidica en hipoxia que en normoxia y atribuyeron la causa a una
eficiente redistribucién de a tocoferol. Estos autores concluyeron que la baja
generacion de EROs puede ser una consecuencia del ajuste de mecanismos

homeostéaticos que instauran los mecanismos adaptativos de proteccion.

Como deciamos en parrafos anteriores, para justificar nuestros
resultados en hipoxia, se deben tener en cuenta las peculiaridades de nuestro
disefio experimental, muy diferente a los del resto de investigaciones sobre
estrés oxidativo en hipoxia. Por un lado la exposicién aguda a altitud moderada
(2320m), entrenando durante 3:30 en cada sesion para regresar rapidamente a
situacion de normoxia. Por otro, el buen nivel de entrenamiento de nuestros
nadadores sin menospreciar la ingesta apropiada de antioxidantes. No
obstante, queda sin justificar totalmente la paradoja observada del descenso de

los marcadores de estrés oxidativo por esta hipoxia moderada y aguda.

Una posibilidad, deriva de estudios recientes en los que se evidencia la

formacion de supercomplejos mitocondriales (J. Vonck and E. Schafer, 2009)
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y/o de fusibn de mitocondrias (H. Ding y cols., 2010), que incrementan
notablemente la eficiencia en la sintesis de ATP y producen muchas menos
especies reactivas derivadas del oxigeno. Estos estudios, realizados en
cultivos celulares, muestran como inductor, al menos del primer proceso, a la
hipoxia. No obstante, este supuesto habria que ser comprobado si realmente
se produce en humanos y de la forma tan rapida en la que opera en nuestro

caso.

5.6 Marcador de dafio al ADN celular (COMET ASSAY)

Segun Wang y cols. (2011),el entrenamiento adecuado en situacion de
hipoxia, mejora el rendimiento a nivel del mar, pero existen dudas sobre si

mejora la funcién del sistema inmunitario.

Otro marcador de estrés oxidativo, es la evaluacion de marcadores de
oxidacién del ADN. En nuestro estudio hemos utilizado el ensayo cometa
(COMET ASSAY) en linfocitos periféricos, para evaluar estos posibles dafios y
compararlos a los resultados obtenidos en los marcadores de origen lipidico
(TBARS y Hidroperéxidos). Los resultados obtenidos no muestran diferencias
significativas en ninguna condicion (normoxia e hipoxia), ni a las distintas
intensidades (baja, media y alta) . La tendencia observada en normoxia ha sido
muy parecida a encontrada en hipoxia. A microscopia de fluorescencia, las
cabezas del ADN (%) aparecen compactas y las colas (%) pequefas en todas
las situaciones ya citadas (graficos.lV.10 y IV.11-resultados). Esto nos indica

gue las estructuras del ADN linfocitario no han sufrido grandes dafios o
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lesiones. Wang y cols. (2011), demostraron que la hipoxia potencia la
supervivencia de los linfocitos, hecho que atribuyen a la activacién del HIF-1

mediante la inhibicidn de la muerte celular.

Los resultados observados con el “COMET ASSAY”, en cierta medida
estarian en consonancia con los obtenidos en TBARS y Hidroperoxidos,
reforzando a la hipétesis de que los nadadores poseen un eficiente sistema de
defensas antioxidantes y que ambos (hipoxia y ejercicio), en nuestras
condiciones experimentales, producen un notable descenso del estrés oxidativo

y/o de los mecanismos reparadores.

5.7 Antioxidantes

Segun la mayoria de investigadores (Sen, 2001), la magnitud de los
dafios oxidativos depende de la capacidad de las defensas antioxidantes que
neutralizan los radicales libres. Varios estudios indican que la practica deportiva
mejora los mecanismos antioxidantes. Kabasakalis y cols. (2009) estudiaron
los efectos del ejercicio sobre marcadores de estrés oxidativo en 11 nifios y 13
nifias (10-11 afios) y no encontraron cambios significativos en el estado redox,
atribuyéndolo a un aumento de la actividad antioxidante (Glutation), incluso sin
haber cambio en la dieta. Inal y cols. (2001) analizaron la respuesta de los
antioxidantes enzimaticos en 10 nadadores entrenados de ambos sexos (15 -
21 afios) tras nadar 100 y 800 metros (vias anaerObica y aerbbica
respectivamente). Observaron un aumento de especies reactivas derivadas del

oxigeno, pero también una deplecidon de las actividades GPX y CAT y un
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aumento de GSH, indicando que el ejercicio aumenta la capacidad antioxidante
para eliminar los efectos de EROs, pero los niveles de antioxidantes no
retornaron a los niveles pre esfuerzo. Estos datos coinciden con los de nuestro
estudio, en el que en situacién de hipoxia, en la intensidad 3 (alta), se produce
un descenso de la actividad glutation peroxidasa con cambios significativos
para todas las situaciones (reposo, esfuerzo y recuperacion). El agotamiento
de GPX confirma la accion de este antioxidante enzimatico en la eliminacion
de los productos de la peroxidacién lipidica. Sin embargo, no observamos
cambios en las actividades del resto de antioxidantes enzimaticos estudiados

(CAT, GR, SOD), ni en normoxia ni en hipoxia.

En cuanto a los antioxidantes no enziméticos no encontramos cambios
significativos en los niveles de retinol ni en normoxia ni en hipoxia en ninguna
situacién. Sin embargo, la concentracién plasmatica de a-tocoferol y de
coenzima Qio, tienden a disminuir en hipoxia frente a normoxia en las 3
intensidades (graficos IV.17 y 18-resultados). Estos dos antioxidantes, son de

los més activos frente a los EROs, (Quiles y cols., 1998; Finaud y cols., 2007).

Nuestro grupo de investigaciébn, ya puso de manifiesto, que en
situaciones de estrés oxidativo se produce una fuerte movilizacion de
antioxidantes no enzimaticos del compartimento plasméatico hacia las
membranas celulares y que dicha movilizacion era mayor a medida que lo era
el grado de estrés oxidativo (Quiles y col., 1998; Quiles y col., 1999; Mataix y
col 1998). Estos resultados, reforzarian la hipotesis de que uno de los

mecanismos que justificarian la bajada de marcadores de estrés oxidativo en
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hipoxia podrd estar mediado por dicha movilizacién. Se reforzarian de este
modo los mecanismos de defensa antioxidante a nivel de membranas celulares
y todo ello cursaria con el descenso observado tanto de alfa-tocoferol como de
Coenzima Q10 en plasma. Esta hipétesis, no la hemos podido confirmarla,
puesto que supone la practica de biopsias musculares, que no contemplamos

€en su momento.

5.8 Conclusiones

Nuestros resultados nos permiten concluir:

Objetivo 1°.

e A igual intensidad de esfuerzo, la hipoxia moderada aguda determina
mayor concentracion de lactato en sangre que en normoxia, lo que
supone un incremento del trabajo metabdlico y probablemente del
muscular.

e La frecuencia cardiaca no es un buen indicador de esfuerzo en hipoxia
moderada aguda y por tanto no es una buena herramienta para ajustar
las cargas en las primeras sesiones de entrenamiento.

Objetivo 2°.

e La cinética de acumulo de lactato en sangre, que en normoxia se ajusta
a una ecuacion exponencial, en hipoxia lo hace a una ecuacién
logaritmica.

Objetivo 3°
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e Atletas de natacién bien entrenados, sometidos a entrenamientos de
larga duracion (90 minutos) a cualquiera de las intensidades ensayadas,
no sufren dafios causados por estrés oxidativo celular.

e La hipoxia moderada aguda disminuye notablemente los marcadores de
estrés oxidativo de origen lipidico, lo que se podria explicar
parcialmente por la movilizacién de antioxidantes no enzimaticos, alfa-
tocoferol y coenzima Q10, desde el compartimento plasméatico hacia las

membranas celulares.
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