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Denominacién
Adenosin difosfato
Adenosin trifosfato
Creatina kinasa
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Factor de necrosis tumoral alfa
Factor nuclear kappa beta
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Interferén alfa
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INTRODUCCION

Esta investigacion se realizo en el area de Fisiologia del Ejercicio. Estd fundamentada
en los conocimientos actuales sobre generacion de especies reactivas de oxigeno y
nitrogeno, citoquinas y liberacion de enzimas citosolicas como consecuencia de la
realizacion de cargas variables de ejercicio fisico y bajo la influencia del estado de pre-
condicionamiento y naturaleza de los programas de entrenamiento. Relaciono estrés
oxidativo, defensa antioxidante, respuesta inflamatoria, dafio muscular y carga de
trabajo fisico a través de la asociacion de variables cuantitativas que fueron medidas
mediante protocolos estandarizados y técnicas probadas tales como espectrofotometria
de luz ultravioleta, fluorimetria y cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC),
entre otras. La investigacion esta estructurada en cinco etapas: (a) Estudio observacional
de esfuerzo intenso y prolongado durante competicion de ciclismo profesional. (b)
Estudio experimental de alcalinizacion provocada durante la repeticion de una prueba
de Wingate caracterizada por esfuerzo maximo explosivo en ciclistas. (c) Estudio
experimental de entrenamiento de fuerza/resistencia con ayuda de vibraciones en
estudiantes universitarios. (d) Estudio observacional de fatiga muscular provocada por
esfuerzo maximo en luchadores y jugadores de balonmano. (e) Estudio pre-
experimental de la valoracion de una ayuda ergogénica (malato de citrulina) durante una
competicion de ciclismo amateur.

Este estudio aporta evidencia sobre la asociacién entre inflamacion inducida por el
egjercicio y el estado acidotico lactico. Esta investigacion acumula evidencia del perfil
metabolico, el estrés oxidativo, la respuesta inflamatoria, el dafio muscular, la
produccion de melatonina y la eficiencia del sistema de defensa primaria antioxidante
de ciclistas profesionales expuestos a una combinacion de cargas maximas, submaximas
y explosivas durante la competencia y durante la prueba cicloergométrica. También
aporta informacion de los parametros bioldgicos durante el entrenamiento de fuerza y
resistencia y la fatiga. Evalta los efectos de la alcalinizacion provocada y la
suplementacion con malato de citrulina en la respuesta de citoquinas y el estrés
oxidativo inducido por ejercicio intenso.

El estrés oxidativo generalmente es descrito como una condiciéon en la cual la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno genera dafio a
macromoléculas de las estructuras celulares y subcelulares. (Rodriguez et al, 2008). La
produccion exagerada de radicales libres provocada por el ejercicio ha sido
documentado en sedentarios saludables (Alessio 2000 y Jammesa 2004) y en sujetos
entrenados (Ortega et al, 2006). En la actualidad, la determinacion del estrés oxidativo
debe considerarse de rutina para la valoracion de pruebas fisicas y seguimiento del
rendimiento deportivo. Por ello, en esta investigacion analizamos el comportamiento de
la peroxidacion lipidica y la respuesta antioxidante a diferentes cargas de esfuerzo.
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Como es sabido, las fuentes especificas de radicales libres durante ejercicio incluyen
principalmente la fuga de electrones desde la cadena de transporte de electrones de la
mitocondria, pero también de la reaccion de xantina oxidasa, de la oxidacidon de la
hemoglobina y de la activacion de neutrofilos (Aguilo et al, 2005). El ejercicio aumenta
el consumo de oxigeno, siendo que hasta 2% de éste puede ser convertido en especies
reactivas de oxigeno (Nakatani et al, 2005). La melatonina es capaz de depurar
directamente una variedad de reactantes toxicos de oxigeno y nitrogeno, a la vez que
estimula las enzimas antioxidantes, aumenta la eficiencia del transporte de electrones y
con ello limita la fuga de electrones y la generacion de radicales libres y promueve
también la sintesis de ATP (Leon et al, 2004). Es posible que sus metabolitos también
actiien como depuradores antioxidantes. Particularmente la 6-hidroximelatonina, bajo la
accion de sulfotransferasa, es conjugada en el higado y luego excretada en la orina (Tan
et al, 2007). En este estudio queremos destacar el papel de la melatonina en el ejercicio
intenso, por lo cual medimos su nivel plasmatico y el metabolito en orina durante la
competencia de ciclismo profesional y durante la prueba Wingate.

La melatonina es un antioxidante que directamente depura los radicales libres
producidos durante el metabolismo normal de la mitocondria e indirectamente
promueve la expresion y actividad de las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa,
glutation peroxidasa, glutation reductasa y catalasa (Leon et al, 2004). En mamiferos, la
sintesis de melatonina en la glandula pineal sirve como cédigo de mensaje para la
duracién de la oscuridad y es responsable de las concentraciones picomolares y
nanomolares de la indolamina en suero (Reiter, 1991a). El ejercicio prolongado
promueve la sintesis de melatonina a través de la regulacion mediada por especies
reactivas sobre la expresion de arilalkilamina N-acetiltransferasa e hidroxi-indol-o-
metiltransferasa (Jaworek et al, 2003).

En esta investigacion medimos la respuesta antioxidante al ejercicio mediante la
determinacion de la concentracion de glutation reducido y oxidado y las actividades de
las enzimas glutation peroxidasa y reductasa en hematies. Esta determinacion en los
hematies nos permiti6 de manera no invasiva tener una idea del grado de estrés
oxidativo intracelular del organismo.

Estd demostrado que el principal factor responsable del dafio oxidativo durante el
gjercicio es el aumento en el consumo de oxigeno. Sin embargo, otros factores tales
como la acidosis (Siesjo, 1985), la auto-oxidacion de las catecolaminas (Cohen y
Heikkila, 1974) y el sindrome de isquemia/reperfusion también inducen dafio oxidativo
durante la realizacion de ejercicio anaerobico supramaximo. Por lo tanto, una prueba
Wingate de 30 segundos puede ocasionar estrés oxidativo (Groussard et al, 2003) e
inflamacion. La sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno inducida
por esta modalidad de ejercicio puede ser depurada al menos en parte por melatonina
(Leén et al, 2004), glutation, ascorbato, vitamina E y metales de transicion. Como
consecuencia de las interacciones entre radicales libres y antioxidantes, los niveles
sanguineos y tisulares de la melatonina pueden disminuir transitoriamente. Sin
embargo, ha sido previamente demostrado que estos potentes estresores relacionados al
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ejercicio agudo pueden aumentar la produccion de melatonina (Tan et al, 2007),
impidiendo entonces el descenso de ésta o ain elevando su concentracion sanguinea y
sus metabolitos en orina. La concentracion sanguinea de melatonina deriva
principalmente de la glandula pineal (Antti et al, 2006). La hiperactividad simpatica
relacionada con el ejercicio puede estimular por si misma la liberacion pineal de
melatonina.

Los efectos agudos del ejercicio en los niveles de melatonina varian dependiendo de la
hora del dia, la intensidad y especialmente la duracion del ejercicio. Como ejemplo, el
gjercicio nocturno esta asociado a la intensa estimulacion de la secrecion de melatonina,
ya que esta hormona esta regulada por la descarga adrenérgica (Buxton et al, 2003). Los
elevados niveles séricos de melatonina también se encuentran después del ejercicio
extenuante, como ocurre particularmente en la carrera de maraton (Ronkainen et al,
1986 y Strassmann et al, 1989) y de manera general en atletas (Laughlin et al, 1991).
En la presente investigacion, las mediciones de melatonina se realizaron durante horas
de la mafiana.

Los cambios en los sistemas antioxidantes plasmaticos, sea por induccion de su sintesis
o por su deplecion, suelen reflejar la produccion incrementada de los radicales libres
ocasionados por ejercicio en el musculo activo, lo cual demuestra a su vez, la
potencialidad de dafio a macromoléculas. En ocasiones no se encuentran modificaciones
en los niveles circulantes de uno o varios componentes antioxidantes, lo cual esta
determinado por la eficiencia del resto de los componentes antioxidantes y por la
magnitud de la produccion de los radicales libres, que a su vez depende de las
caracteristicas del ejercicio fisico realizado. Por ejemplo, después de 45 minutos de
carrera o 90 minutos de bicicleta a intensidad subméxima, no se reportaron cambios en
los niveles plasmaticos de vitamina E (Viguie, 1993, Meydani, 1993). Esta claro que la
determinacion aislada de un solo antioxidante no refleja la dinamica de los sistemas
endogenos de defensa antioxidante. La medicion del sistema de glutation suele aportar
informacion valiosa para la interpretacion de la balanza entre la produccion de radicales,
la capacidad de respuesta antioxidante y la variabilidad de dafio a macromoléculas. La
presente investigacion propone un instrumento de medicion de parametros bioquimicos
de estrés oxidativo, respuesta antioxidante, respuesta inflamatoria, perfil metabolico y
dafio muscular en relacion con la carga fisica.

En relacion con el rol de las citoquinas en la respuesta inflamatoria al ejercicio, muchos
estudios concluyen que la respuesta de IL-6 promueve la sintesis de citoquinas anti-
inflamatorias (antagonista del receptor IL-1 e IL-10), deprime la produccion de TNF-a
y ayuda a movilizar los sustratos extracelulares y/o aumentar la entrega de sustratos
durante el ejercicio, explicando al menos en parte los efectos beneficiosos del ejercicio
para la salud (Petersen and Pedersen, 2005). Algunos estudios han fallado en la
comprobacion de la respuesta de la citoquina pro-inflamatoria TNF-a (Steensberg et al,
2002 y Ullum et al, 1994), mientras que otros han reportado variaciones significativas
post-ejercicio en esta citoquina (Dufaux et al, 1989 y Ostrowski et al, 1999). Estos
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resultados sugieren que la respuesta de citoquina al ejercicio depende de la carga de
entrenamiento, la carga de ejercicio, las modalidades deportivas, los estilos de vida, el
estado de salud, la edad y probablemente el género. Por estos antecedentes, procedimos
a medir la respuesta de citoquina en ejercicio aerdbico intenso durante la competencia
de ciclismo, durante la prueba anaerdbica de Wingate y durante la prueba anaerdbica de
levantamiento de pesas hasta la fatiga muscular.

El ejercicio tiene influencias sobre el sistema inmunoldgico. Altera los factores
circulantes, citoquinas y otros mediadores (lactato, IL-6, catecolaminas, hormona de
crecimiento y acidosis) que pueden afectar a las células T (Fischer et al 2007, Wong et
al 2006 y Kin et al 2006). Ademas, los linfocitos pueden ser influenciados directamente
por la neuroestimulacion linfatica inducida por el ejercicio (MacNeil et al 1996 y
Shepherd et al 2005). Algunos de los efectos del ejercicio en el sistema inmune son de
naturaleza mecanica (Radom-Aizik et al, 2007). Las evidencias sugieren que el ejercicio
explosivo induce estrés oxidativo asociado a la produccion muscular de IL-6. Por lo
tanto, los factores circulantes y mediadores sefialados reclutan leucocitos que
magnifican la respuesta inflamatoria. Es conocido que el ejercicio anaerdbico agudo
aumenta la produccion de glucocorticoides (Kraemer y Ratamess, 2005).

Aunque es bien sabido que las citoquinas intervienen en la respuesta inflamatoria del
egjercicio fisico, éstas no lo hacen de la misma manera. La lesion de la fibra muscular
después de la carrera estd asociada con un aumento discreto de IL-1f después de 45
minutos y aumenta notablemente durante los siguientes dos dias después de la
competicion. Estd ampliamente demostrado que las citoquinas plasmaticas se elevan
durante y después de ejercicio intenso. Segun algunos autores, el ciclismo, la maraton y
otras competiciones deportivas excéntricas inducen IL-6, aunque es controversial la
elevacion de IL-1 (Pedersen, 2001 y Garcia M, 2007).

Es posible que puedan existir varios patrones de liberacion y accion de las citoquinas.
Por ejemplo, el estrés oxidativo en personas no entrenadas es un fuerte estimulo para la
produccion de citoquinas inducida por ejercicio. En estos casos, los monocitos no
juegan un papel en el proceso inflamatorio (Vassilakopoulos et al, 2003).

Algunos estudios contrastan el rol oxidativo y pro-inflamatorio del ejercicio. El
gjercicio aumenta y la vitamina E atenua las expresiones génicas de IL-6, TNF y el
factor de crecimiento transformante (TGF) en el vasto lateral de rata (Shacek, 2006). La
elevacion de IL-6 inducida con el ejercicio esta bien correlacionada con el lactato
plasmatico, la creatina kinasa y los marcadores de estrés oxidativo, pero estas
asociaciones disminuyen con el envejecimiento (Dyhr, 2002). La serie de episodios
agudos de ejercicio estimula suficientemente la produccion de citoquinas
proinflamatorias como para inhibir la hormona de crecimiento y el factor de crecimiento
parecido a la insulina (IGF). Més alla, TNFa e IL-1 activan la transduccion de seal
para la transcripcion génica de NFkB y AP-1, los cuales son factores transcripcionales
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sobre-expresados para la expresion de manganeso superdxido dismutasa (Mn-SOD) en
atletas bien entrenados.

Otros estudios favorecen el rol antioxidante y anti-inflamatorio del ejercicio. Durante el
gjercicio moderado se produce IL-6 por las fibras musculares a través de una via
independiente de TNF. En este caso, IL-6 estimula la aparicion en la circulacion de
citoquinas anti-inflamatorias tales como IL-lra e IL-10; a la vez que inhibe la
produccion de TNF-o. En adicion, IL-6 favorece el recambio lipidico a través de la
estimulacion de la lipdlisis y la oxidacion de la grasa. De esta manera se ha sugerido
que el ejercicio regular induce supresion de TNF-a y ofrece proteccion contra la
resistencia a la insulina inducida por TNF-o. Recientemente IL-6 fue introducida como
la primera mioquina producida y liberada por las fibras musculares esqueléticas,
ejerciendo sus efectos en otros 6rganos de la economia. Es probable que las mioquinas
sean mediadoras de los efectos beneficiosos para la salud del ejercicio y que éstas en
particular estén involucradas en la proteccion contra las enfermedades cronicas
asociadas con inflamacion de bajo grado, como la diabetes mellitus y la enfermedad
cardiovascular (Petersen and Pedersen et al, 2005).

Los resultados apuntan a resaltar que la carga y dosificacion del ejercicio son
importantes determinantes de la respuesta de las citoquinas y del sistema de defensa
antioxidante a la sobreproduccion de radicales libres.

TNF-a e IL-1 estimulan la produccion de IL-6; siendo esta tltima clasificada tanto
como citoquina pro-inflamatoria y anti-inflamatoria (Tilg et al, 1997). La respuesta de
citoquina al ejercicio difiere de la respuesta a la sepsis (Febraio et al, 2002 y Suzuki et
al, 2002). El hecho de que las clasicas citoquinas pro-inflamatorias, TNF-a e IL-1 en
general no aumentan con el ejercicio submaximo, indica que la cascada de citoquinas
inducida por el ejercicio difiere marcadamente de la cascada inducida por infecciones.
Tipicamente, IL-6 es la primera citoquina presente en la circulacion durante ejercicio. El
nivel circulante de IL-6 aumenta exponencialmente (hasta 100 veces) en respuesta al
ejercicio y declina en el periodo post-ejercicio (Pedersen et al, 2001).

Se ha descrito por diversos autores un aumento marcado en el nivel circulante de 1L-6
después de ejercicio, en ausencia de dafo muscular (Castell 1997, Nielsen 1996,
Nieman 1998, Nishimoto 2004 y Starkie 2001). El aumento exponencial del nivel
plasmatico de IL-6 esta relacionado con la intensidad del ejercicio, su duracion, la masa
muscular reclutada y la capacidad de rendimiento del sujeto (Febraio, 2002). El mRNA
de IL-6 esta regulado al alza en el musculo esquelético contractil (Jonsdottir, 2000) y la
tasa transcripcional del gen IL-6 estd marcadamente reforzado con el ejercicio (Keller,
2001). Adicionalmente, se ha demostrado que la proteina IL-6 estd expresada en las
fibras musculares contractiles y responde al ejercicio con la liberacion muscular de IL-
6, lo cual no sucede con TNF-a (Steensberg, 2002).
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Como sefialamos con anterioridad, IL-6 ejerce efectos inhibitorios sobre la produccion
de TNF-a e IL-1. IL-6 inhibe la produccion de TNF-«a inducida por lipopolisacarido
(LPS) en cultivos de monocitos humanos y en la linea monocitica humana U937
(Schindler, 1990). En cambio, los niveles de TNF-a son marcadamente elevados en
ratones tratados con anti-IL-6 y en ratones knockout (deficientes en 1L-6) (Mizuhara
1994); lo cual indica que IL-6 circulante esta involucrado en la regulacion de TNF-a
(Mihai 1996). La aparicion de IL-10 e IL-1ra en la circulacion después de ejercicio
también contribuye con los efectos anti-inflamatorios mediadores del ejercicio
moderado. Estas citoquinas y quemoquinas juegan un papel critico en la activacion de
granulocitos, monocitos/macrofagos, células naturales asesinas, células T y B y sus
reclutamientos a los sitios de inflamacion.

El ejercicio moderado puede suprimir la produccion de TNF-a inducida por endotoxina
en sujetos voluntarios saludables, lo cual evidencia que a esta carga se induce una
verdadera respuesta anti-inflamatoria (Tilg 1997 y Starkie, 2001). Esta supresion puede
ser explicada a través de vias dependientes e independientes de IL-6. Las
concentraciones fisiologicas de IL-6 estimulan la aparicion en la circulacion de
citoquinas anti-inflamatorias (IL-1ra e IL-10). Combinando una dieta hipocaldrica, el
entrenamiento reduce la inflamacion en la circulacion, evidenciado por un descenso de
la proteina C reactiva, IL-6, IL-8, TNF-a (Vincent 2006) y MCP-1 y de un ascenso en
adiponectina. También reduce la inflamacion en el tejido adiposo, como lo determina el
descenso en la expresion de IL-6 y en los marcadores especificos de macrofagos
(Brunn, 2006).

Las citoquinas IL-4, IL-5 e IL-10 son preferentemente reguladas al alza después de
gjercicio expuesto en ambiente frio, en una proporcion de 12, 9 y 10 veces
respectivamente, en comparacion con el ejercicio expuesto en ambiente calido. Otras
citoquinas, IL-2 e IL-6 son reguladas al alza en menor grado (6 y 3 veces
respectivamente); en cambio otras no son reguladas (IL-8, [IFN-o y TNF-c).

IL-6 esta inversamente correlacionada con el nivel de actividad fisica, la masa muscular
y con el mediador anabodlico IGF-1 (Zaldivar 2006, Barbieri 2003 y Ferrucci 2002).
Cortos periodos de ejercicio intenso también ocasionan elevaciones circulantes de
linfocitos T, B, NK, monocitos y neutréfilos. IL-6 aumenta en el musculo esquelético
durante ejercicio, en parte desencadenado por el influjo de calcio i6nico (Moldoveanu
2000). Sin embargo, la via de sefalizacion se desconoce. Una posible via para la
induccioén de IL-6 mediada por calcio ionico es calcineurina, un activador de NFAT
(Keller, 2001).

En resumen, la IL-6 es la mioquina directamente estimulada por la actividad contractil a
través de vias dependientes e independientes de calcio, que median el patron de
liberacion de las citoquinas restantes. Por lo tanto, su determinacion es fundamental en
el contexto de la asociacion entre inflamacion, dafio muscular y estrés oxidativo.
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La investigacion se interes6 ademas en estimar la posible asociacion entre la acidosis
lactica y la respuesta de citoquinas durante la prueba anaerdbica Wingate. Ademas,
evalud las consecuencias de la alcalinizacion provocada mediante la suplementacion
con bicarbonato de sodio en el estrés oxidativo generado durante la prueba Wingate. A
nivel metabdlico sabemos que dependiendo de la intensidad de ejercicio, puede llegarse
a diferentes niveles de consumo de fosfocreatina y acidosis intracelular. El ejercicio de
intensidad baja degrada moderada cantidad de fosfocreatina, sin cambios en el pH
(Roussel et al, 2003). Tal como se espera, a mayor intensidad de ejercicio se inducen
mayores cambios metabolicos, usualmente asociados con la acumulacion de lactato y
acidosis. Una consideracion relevante en relacion con la prueba Wingate y el ciclismo
es la cadencia del pedaleo. Incrementando la cadencia del pedaleo, se eleva la
acumulacion de lactato sanguineo en sujetos no entrenados (Hughes et al, 1982) y en
ciclistas entrenados (Chavarren et al, 1990). Estas consideraciones sugieren que los
aumentos en la cadencia de pedaleo mas alla de las tasas usuales, pueden reducir la
potencia en el umbral lactico y por ende afectaria notablemente el rendimiento.

Cabe mencionar algunos antecedentes relevantes en relacion con la acidosis lactica del
gjercicio anaerobico y la capacidad de amortiguacion durante la prueba Wingate. Las
contracciones musculares intensas resultan en grandes cambios i6nicos y en aumentos
en el recambio mitocondrial de ATP, contribuyendo también con la acumulacion de
hidrogeniones (Edge et al, 2006). Mientras que algunos estudios indican que el rol de la
acumulacion de hidrogeniones durante el proceso de fatiga de las fibras musculares
puede ser limitado (Pedersen et al, 2004), se ha demostrado que la acumulacion de
hidrogeniones afecta la fosforilacion oxidativa, la actividad enzimatica y la regulacion
de iones durante algunas practicas de ejercicio, por ejemplo cuando las contracciones
musculares son repetidas e intensas (Favero et al 1995, Jubrias et al 2003, Spriet et al
1989 y Street et al 2005). Los sistemas de tampones intra y extracelulares actuan para la
reduccion de la acumulacion de hidrogeniones y por lo tanto, participan en la regulacion
del pH intracelular. Hasta el momento no hay comentarios reportados sobre la
acumulacion muscular de hidrogeniones en relacion con la produccién de mioquinas.

Sin embargo, varios estudios han demostrado que la induccion de alcalosis metabolica
mejora el rendimiento del acto explosivo unico y repetido (Bouissou et al 1988, Costill
et al 1984 y Sutton et al 1981). La alcalosis pre-gjercicio atenua las perturbaciones
sanguineas  acido-basicas  durante ejercicio  supramdximo y  extenuante,
independientemente de que el modo de recuperacion sea activo o pasivo. Estos
hallazgos sugieren que los individuos pueden beneficiarse de la introduccion de una
condicion alcaldtica pre-ejercicio mientras se incluye una recuperacion pasiva durante
los protocolos de entrenamientos de alta intensidad (Siegler et al, 2008). El refuerzo de
la producciéon glucolitica de ATP (Bouissou et al, 1988), aunado al incremento del
eflujo muscular de lactato (Spriet et al, 1989) parece contribuir con el mejoramiento de
la funcién muscular en relacion con la alcalosis inducida.

Hay evidencia que indica que la sangre extraida durante e inmediatamente después del

gjercicio revela elevacion del lactato debido a que el acido lactico es movilizado desde

los musculos y titulado in vivo mientras es intercambiado con el fluido intersticial.

Ambos fluidos intersticial y plasmdtico poseen aproximadamente iguales
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concentraciones elevadas de bicarbonato que atraviesan rapidamente la mayoria de los
capilares, pero lentamente a través de las membranas celulares (Cherniack y
Longobardo 1970, Dell y Winters 1970, Woodbury y Miles 1973). La induccion de la
alcalosis metabdlica mejora el rendimiento del ejercicio prolongado hasta por 30
(George y Mclaren 1988) y 60 minutos (McNaughton et al 1999), pero se desconoce
hasta el momento el impacto que puede tener en el estrés oxidativo y la respuesta de
citoquina durante el sprint de la prueba Wingate. Esta investigacion procedid a la
medicion de estos parametros bioldgicos.

Otro aspecto relevante de esta investigacion es la valoracion integral del estrés
oxidativo, la respuesta antioxidante, el perfil metabdlico, el dafio muscular y la
respuesta de citoquinas al entrenamiento. El ejercicio y el entrenamiento fisico tienen
implicaciones en el rendimiento, en el estado cardiovascular e inmunologico, las cuales
estan mediadas al menos en parte por sus consecuencias en el estrés oxidativo, el dafio
muscular y la inflamacion. El entrenamiento fisico, definido como un conjunto de
actividades y ejercicios de periodicidad, ritmo y carga pre-establecidas, orientado
generalmente al mejoramiento del rendimiento, las capacidades, la salud y el bienestar
en general; tiene por tanto potenciales consecuencias en la produccion de radicales
libres, en la eficiencia de los sistemas enzimaticos antioxidantes y la mediacion de
sefiales inflamatorias.

El ejercicio intenso ocasiona dafio muscular independientemente del estado de
entrenamiento (Venditti, 1997). Numerosos reportes sustentan el estrés oxidativo
generado por el ejercicio. Por ejemplo, el estrés oxidativo elevado, el cual estd indicado
entre otros, por niveles elevados de malonaldehido, fue reportado en corredores
maratonistas y sprinters, al compararseles con grupos controles bajo las mismas
condiciones de reposo (Schippinger et al, 2002). Mas alla, el ejercicio prolongado en
maratonistas se acompafia de elevaciones plasmaticas significativas de dienos
conjugados (Marzatico et al, 1997). Estas evidencias sugieren que tanto el ejercicio
intenso de larga duracion como el entrenamiento explosivo exceden la capacidad del
individuo de detoxificarse de los radicales libres. En cambio, también hay reportes que
sugieren que el entrenamiento regular de moderada intensidad parece ayudar en
términos fisioldgicos a la regulacion del estado redox celular. Tal es el caso demostrado
de precondicionamiento miocardico al estrés oxidativo prolongado inducido con el
entrenamiento, debido que favorece un proceso de adaptacion que aumenta la
resistencia a los radicales libres (Radak et al, 2000), lo cual es beneficioso para el
sistema inmune.

Los mecanismos potenciales implicados en las alteraciones oxidativas inducidas por el
ejercicio son las siguientes: se eleva del consumo de oxigeno en reposo, baja la
disponibilidad de oxigeno inducida por las restricciones en el flujo sanguineo local y
ocurre depresion en la sensibilidad del ADP a la respiracion mitocondrial. Todos estos
cambios producen disminucion de la fuerza isométrica e isocinética, menor potencia,
aumento en la produccion de lactato y elevacion de la respuesta cronotropica al ejercicio
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submaximo, pero se hacen menos notorias a la misma carga de esfuerzo cuando la
realizan personas entrenadas.

Por lo tanto, las alteraciones oxidativas que pueden ser ocasionadas por el ejercicio
intenso y/o episodico, tienen consecuencias en el rendimiento fisico y el estado de salud
en general y a la vez, son modificables con el entrenamiento. Sabemos por ejemplo que
el estado redox celular influye en la ganancia de fuerza isométrica. La fuerza isométrica
Optima se alcanza cuando el musculo no fatigado no estd expuesto a radicales libres,
mientras que el estado oxidativo la disminuye en un 80% (Reid, 2001). Estos hechos
resaltan la importancia de investigar la magnitud y los mecanismos mediadores de dafio
y senalizacion de la produccion elevada de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno
durante ejercicio fisico y de la capacidad de inducibilidad que tienen los sistemas
endogenos de defensa antioxidante para hacerle frente a los radicales libres mediante el
gjercicio habitual.

En esta investigacion destacamos el papel del entrenamiento de fuerza y resistencia para
disminuir la peroxidacion lipidica, la formacion de productos nitrosativos y para
mejorar perfil lipidico y glucémico. La peroxidacion lipidica es una consecuencia
nefasta de los radicales libres que no son depurados eficientemente por los sistemas
endogenos de defensa antioxidante. Las proteinas de membrana se entruzan y disminuye
la movilidad de la membrana (Schippinger et al, 2002). Entre otras consecuencias
aparece, el 4-hidroxinonenal, un metabolito producido de la peroxidacion lipidica,
considerado agente depletante de glutation y citotoxico porque inhibe el ciclo celular
(Wonisch et al, 1998). Debido a la sencillez y a la precision de la determinacion de
metabolitos secundarios y a la validez confirmada de la peroxidacion lipidica como
indicador de dafio a macromoléculas, en esta investigacion medimos los niveles
plasmaticos de malonaldehido como marcador bioldgico de estrés oxidativo.

La peroxidacion también repercute en las lipoproteinas, por lo tanto inducen
aterogenicidad. Por ejemplo, se demostré un aumento significativo del 78% en la
susceptibilidad de la peroxidacion lipidica de los ciclistas que compitieron 95 km en
Sierra Nevada (Ruiz J et al, 2006). Hay que destacar que existen considerables
diferencias entre modalidades deportivas del grado de peroxidacion lipidica. Los
nadadores por ejemplo, tienen mejores perfiles lipidicos que los futbolistas y jugadores
de balonmano, teniendo estos ultimos elevados cocientes aterogénicos (Ruiz J, 2004).
Estas alteraciones lipidicas estan probablemente relacionadas con un desbalance en la
liberacion de citoquinas pro-inflamatorias. En este estudio comparamos el perfil lipidico
y glucémico de ciclistas y estudiantes universitarios entrenados durante ocho semanas.

En resumen, la presente investigacion considerd los siguientes parametros:
(1) Carga fisica:

i. Ejercicio aerobico submaximo y maximo de cuatro dias de
duracion (competencia de ciclismo profesional y amateur);

21



ii. Ejercicio anaerobico maximo de 30 segundos de duracién (prueba
Wingate);

iii. Ejercicio anaerdbico maximo de una hora (levantamiento de pesa
hasta la fatiga muscular) y

iv. Ejercicio de fuerza y resistencia, moderado y periddico de ocho
semanas de duracion.

(2) Marcadores de estrés oxidativo:

i. Malonaldehido y 4-hidroxialquenal en plasma (peroxidacion
lipidica) y

ii. Nitritos mas nitratos en plasma (estrés nitrosativo de proteinas).
(3) Respuesta antioxidante:
i. Glutation reducido y oxidado en hematies (indice redox);
ii. Actividades de glutation peroxidasa y reductasa en hematies;
iii. Melatonina en plasma y sulfatoximelatonina en orina.
(4) Respuesta inflamatoria:

i. Interleuquina-6, Factor de necrosis tumoral-alfa e Interleuquina 1-
beta en plasma (citoquinas pro-inflamatorias).

(5) Dafo muscular:

i. Creatina kinasa, lactato deshidrogenasa, transaminasas Yy
mioglobina en sangre.

(6) Perfil metabolico:
i. Glicemia, colesterol, triglicéridos, c-HDL y c-LDL en suero.
ii. Cortisol en suero.

iii. Bioquimica general: 4cido urico, nitrogeno de urea, creatinina y
electrolitos séricos.

(7) Ayuda ergogénica:

i. Alcalinizacion provocada mediante la suplementacion con
bicarbonato de sodio.

11. Malato de citrulina.
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“Esta investigacion integra el estrés oxidativo, la respuesta antioxidante, la
respuesta de citoquinas, el dafio muscular y el perfil metabdlico asociado a
ejercicioy entrenamiento fisico.”

Un episodio de actividad fisica genera un conjunto de respuestas fisiologicas inmediatas
conocidas como respuestas adaptativas al ejercicio agudo. Estas respuestas involucran a
todos los sistemas corporales. La practica habitual de ejercicio o el entrenamiento fisico
genera modificaciones en estas respuestas al episodio agudo y también en estado de
reposo.  Este conjunto de modificaciones fisiologicas se denominan respuestas
adaptativas al ejercicio cronico. La realizacion de ejercicio fisico tiene por objeto
estimular la adaptaciéon morfoldgica, estructural y funcional de los 6rganos implicados,
directa o indirectamente y mejorar la capacidad de rendimiento fisico.

La realizacion de ejercicio y entrenamiento fisico conllevan una serie de beneficios y
demandas sobre el organismo que son dependientes de la carga, forma, intensidad,
volumen y duracion. Los beneficios pueden tener alcances en el rendimiento fisico y
mental, en los sistemas de transferencia energética y en la salud cardiovascular. Las
mayores demandas metabolicas tienen implicaciones en el estrés oxidativo, el dafio
muscular, en los procesos de inflamacion, reparacion y en el estado inmunolégico.

El ejercicio intenso induce especialmente respuestas inflamatorias en los musculos
activos, sobreproduccion de radicales libres y cuantiosas movilizaciones de los sustratos
energéticos. Por lo tanto, la prevision de la magnitud de dafio muscular, de los patrones
de respuesta antioxidante y de citoquinas en relacion con las cargas de trabajo fisico
ayuda a intervenir oportunamente en los entrenamientos y a proponer guias metabolicas
para la monitorizacion de la evolucion del rendimiento y la condicion fisica.

Esta investigacion realiza un estudio multivariable sobre la carga fisica, estrés
oxidativo, inflamacion y daflo muscular como base cientifica para justificar la
integracion de estos parametros bioldgicos en el seguimiento de la prescripcion de la
actividad fisica, el rendimiento y la condicion de salud de los deportistas.

A. Sobre el estrés oxidativo/ nitrosativo y la proteccién antioxidante durante el
ejercicio fisico.

Las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno, el estrés oxidativo y nitrosativo y el
ambiente forman una compleja relacion que influyen en la salud humana y la
enfermedad. Las moléculas estan expuestas a una plétora de especies oxidantes y
nitrosantes en los sistemas biologicos. Sus interacciones con las principales clases de
biomoléculas (4cidos nucleicos, lipidos y proteinas) generan multiples productos
nocivos para la integridad funcional de los compartimentos celulares. La generacion
descontrolada de las especies reactivas produce disturbios en el balance oxidante-
antioxidante, tales que alteran la informacion genética, denaturaliza las proteinas,
inactiva enzimas y desordena los sistemas de biomembranas, ocasionando enfermedad,
envenenamiento y envejecimiento. La huella del dafio inducido por las especies
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reactivas puede proveer evidencia de la naturaleza del ataque oxidante. La hipotesis de
biomarcadores oxidativos propone que la medicion de los niveles de oxidacion y
nitrosacion de las biomoléculas puede proporcionar un indice de los niveles de
exposicion de los sistemas biologicos (Griffiths HR et al, 2002). Para contrarrestar los
efectos de la exposicion, se visualiza en la actualidad que la intervencion en los estilos
de vida de las personas, incluyendo el ejercicio fisico, la nutricion y la eliminacion del
habito de fumar pueden cooperar positivamente para reforzar el sistema de defensa
antioxidante.

El ejercicio fisico es una actividad implicita de la vida humana. El cambio bioldgico
mas notable que sucede durante el ejercicio es el aumento en la tasa metabolica, el cual
estd acompanado por un reforzamiento en la tasa de consumo de oxigeno. Esta elevada
tasa de flujo de oxigeno a través de la mitocondria provoca incremento en la fuga de
electrones, lo cual impone estrés a las organelas. La sobreproduccion de las especies
reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) y nitrogeno (RNS, del
inglés reactive nitrogen species) asociadas con el ejercicio fisico contribuyen con el
envejecimiento. Por otro lado, el envejecimiento incrementa la produccion de las
especies reactivas y disminuye la eficiencia del sistema de defensa antioxidante. Se
deduce por lo tanto, que las personas envejecidas son especialmente vulnerables al
estrés inducido por el ejercicio fisico.

Cuando un radical libre (R*) remueve el atomo bialilico de hidrogeno de un lipido poli-
insaturado (LH), se genera un radical libre carbono centrado (L*) en el proceso de
iniciacion de la peroxidacion lipidica. Este radical reacciona con el oxigeno a una tasa
controlada de difusion para formar el radical peroxilo (LOO*). Esta reaccion se
acompafia de un rearreglo en los enlaces dobles para producir un dieno conjugado. Los
metales reactivos tales como el hierro y el cobre pueden facilitar la reaccion de los
reactivos intermediarios con los lipidos.

El radical peroxilo (LOO*) formado en la reaccion inicial remueve entonces el atomo
de hidrogeno de otro acido graso poli-insaturado, produciendo un hidroperoxido lipidico
(LOOH) y otro radical libre (L*). En ausencia de reacciones de terminacion de cadena,
este proceso continua hasta que el acido graso poli-insaturado se agote. Los productos
estables de este proceso son hidroperdxidos (Barber and Bemheim, 1967). En presencia
de catalisis metalica, los hidroperdxidos pueden descomponerse en alcoxilos (LO*) y
peroxilos. La perpetuacion de estas reacciones intermedias es responsable de la
propagacion de la peroxidacion lipidica. Cuando dos radicales libres interactuan, se
forman especies no reactivas, terminando con ello el proceso de peroxidacion lipidica.

Muchos métodos estan disponibles para la medicion de hidroperdxidos lipidicos y sus
productos de degradacion. El ensayo de acido tiobarbitirico (TBA) es el método mas
comunmente usado para medir peroxidacion lipidica. Se basa en la determinacion
colorimétrica o fluorimétrica de la reaccion de TBA con malonaldehido (MDA), el cual
es uno de los productos secundarios derivados de la peroxidacion de lipidos.
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Los radicales libres reaccionan rapidamente con las membranas bioldgicas debido a la
abundancia de lipidos poli-insaturados. El hierro y cobre presentes en las membranas
facilitan la tasa de peroxidacion lipidica. Por definicion, la peroxidacion altera la
estructura, la fluidez y la permeabilidad relativa de la bicapa lipidica. La peroxidacion
lipidica es una fuente importante de productos citotoxicos tales como los aldehidos
producidos de la descomposicion de los hidroperoxidos lipidicos. Estos aldehidos son
bioldgicamente activos. Por ejemplo, 4-hidroxinonenal, un producto de la oxidacion de
acido araquidonico, es citotoxico y mutagénico. Los aldehidos son capaces de formar
puentes cruzados entre proteinas, inactivando enzimas y transportadores de membrana.
Una manera de contribuir con la detoxificacion de estos productos es mediante la
oxidacion de MDA a través de aldehido deshidrogenasa mitocondrial.

Dependiendo de la carga y duracion del ejercicio fisico, éste puede generar la
produccion adicional de radicales libres para el ataque lipidico. Por otro lado, el
entrenamiento puede mejorar la respuesta antioxidante a la peroxidacion lipidica
inducida por el ejercicio y la suplementacion con antioxidantes tales como melatonina y
vitamina E pueden reducir la peroxidacion lipidica inducida por el ejercicio.

La proteccion antioxidante adecuada es crucial para que la célula evite el dafio
ocasionado por las especies reactivas. El ejercicio aerdbico extenuante esta asociado con
la sobreproduccion de especies reactivas en el musculo esquelético, el higado y el
corazéon (Davies KJA et al, 1982). En estas circunstancias, las enzimas superdxido
dismutasa (SOD), catalasa y glutation peroxidasa proveen la defensa primaria contra las
especies reactivas de oxigeno generadas durante el ejercicio. Las actividades de estas
enzimas aumentan en respuesta al ejercicio en estudios humanos y de animales. Cuando
la duracion del ejercicio es relativamente corta (hasta varias horas), el aumento en la
actividad catalitica es debido a las modificaciones alostéricas de las moléculas
enzimaticas ya existentes y/o por mecanismos covalentes, mas no por induccion de la
sintesis de nuevas proteinas enzimaticas (Ji, 1995). Debido al amplio rango de actividad
enzimatica y a los variables niveles de produccion de las especies reactivas en los
diferentes tejidos, es variable también la respuesta de la defensa al ejercicio y la
magnitud del insulto oxidativo/nitrosativo.

Un episodio agudo de ejercicio aumenta la actividad de la cobre/zinc-superoxido
dismutasa (CuZn-SOD), mas no la actividad de la manganeso-superdxido dismutasa
(Quintanilha et al, 1983). Debido a que CuZn-SOD tiene una rapida tasa de recambio y
una vida media corta (en el rango de minutos), no se puede descartar completamente
que la sintesis de nueva proteina contribuya con la respuesta de la enzima al ejercicio
que dura algunas horas. La actividad de glutation peroxidasa tiene respuestas variables
al episodio agudo de ejercicio en el musculo esquelético. Es posible que las
discrepancias estén relacionadas con la intensidad del ejercicio.

El otro componente esencial de la defensa antioxidante lo constituye el sistema de
glutation. La razéon de glutation reducido/oxidado depende de la utilizacion y el
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transporte celular. La utilizacion de glutation reducido (GSH) es controlado por las
enzimas glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GRd) y el transporte es
controlado por las enzimas del ciclo y-glutamil. Ademas, el adenosin trifosfato (ATP) y
nicotinamida adenina dinucle6tido (NADPH) son determinantes del estado redox.

El ejercicio aerdbico intenso aumenta la produccion de radicales libres y reduce las
concentraciones intracelulares de ATP y NADPH debido a la mayor demanda
metabolica ocasionada por la actividad muscular. Estos eventos pueden disminuir la
capacidad para regenerar GSH a partir de glutation oxidado (GSSG). Hay numerosas
evidencias que indican que un episodio agudo de ejercicio fisico extenuante aumenta
significativamente el contenido de GSSG en el musculo esquelético (Ji et al, 1992). En
cambio, cuando el ejercicio de intensidad moderada es prolongado, no suele ocurrir
acumulacion de GSSG, lo cual es explicado por un lado, debido a la estimulacion
simpatica que genera el exporte continuo de GSH hepatico hacia la sangre y luego al
musculo. La otra explicacion es el favorecimiento de la induccion de las enzimas que
controlan la utilizacion y el transporte de GSH en respuesta al ejercicio moderado y
prolongado.

Otro factor determinante del nivel de GSH en el plasma y el musculo esquelético
durante el ejercicio fisico es la magnitud de la reserva hepatica de GSH. Durante el
ayuno, disminuye proporcionalmente el contenido hepatico de glutation reducido. En
cambio, la dieta rica en cisteina aporta sustrato para la sintesis de GSH. A pesar de lo
anteriormente sefialado, la suplementacion con GSH exo6geno durante el ejercicio tiene
poca repercusion en los niveles sanguineos y musculares de GSH, ya que ejerce una
fuerte inhibicion por retroalimentacion sobre la glutamilcisteina sintetasa, la cual es la
enzima catalizadora de la formacion del enlace peptidico inicial entre cisteina y
glutamato.

Por otro lado, las vitaminas antioxidantes y otros antioxidantes de bajo peso molecular
desempefian también un rol importante en la depuracion de radicales libres durante el
ejercicio agudo. A diferencia de las enzimas antioxidantes y el sistema de glutation, los
niveles de estos antioxidantes no son estrictamente regulados, razoén por la cual son
fuertemente influenciados por el ejercicio. La deficiencia de vitamina E exacerba la
produccion de radicales libres, la peroxidacion lipidica y la disfuncion mitocondrial en
el gjercicio extenuante. Una de las principales funciones antioxidantes de la vitamina C
es el reciclaje de la vitamina E. Sin embargo, las altas dosis de vitamina C pueden
generar actividad pro-oxidante ya que el ascorbato reacciona con metales idnicos de
transicion, transformandoles en hidroxilos y otras especies reactivas. Aunque faltan
datos para conocer las interacciones de ubiquinona con otros antioxidantes durante el
egjercicio, la dieta elevada en ubiquinona ocasiona mayor resistencia a la peroxidacion
lipidica inducida por hidroperdxido.

El 4cido urico es el producto final del metabolismo de purina y aparece en grandes
concentraciones en la circulacion después de la contraccion muscular intensa, debido a
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la excesiva degradacion de nucledtidos de adenina ocasionada por la falta de ATP
intramuscular. Estos metabolitos purinicos son liberados desde el musculo hacia la
sangre y una porcion de estos componentes son convertidos en acido urico mediante
xantina oxidasa de las células endoteliales vasculares. El acido urico es un potente
antioxidante que depura los radicales hidroxilos y ayuda a preservar los niveles
plasmaticos de ascorbato.

Por otro lado, el acido lipoico es un cofactor de la descarboxilacidon oxidativa catalizada
por cetoacido deshidrogenasas. Su forma reducida, el acido dihidrolipoico, tiene
potencial antioxidante porque depura radicales superéxido, hidroxilo, peroxilo e
hipocloroso, entre otros. También es un agente quelante de metales idnicos de transicion
y es capaz de regenerar a las vitaminas E y C, directa e indirectamente mediante la via
del ciclo GSH-GSSG. Ademas, el acido dihidrolipoico ejerce un efecto inductor en la
expresion de las enzimas antioxidantes mediante la regulacion del factor nuclear x beta,
particularmente por la disociacion de la subunidad reguladora kB del complejo NF-«B
y de la activacion de NF-xB (p50 y p65) al ADN.

El entrenamiento fisico regula al alza la induccion de enzimas antioxidantes, lo cual
disminuye la susceptibilidad del individuo al estrés oxidativo. El ejercicio fisico regular
ayuda a prevenir enfermedades cardiovasculares, en parte debido a que el entrenamiento
también induce la enzimas del metabolismo de las lipoproteinas. Los sujetos entrenados
tienen mayores actividades de la lipoprotein lipasa y de la lecitin colesterol acil
transferasa. Consecuentemente, las disminuciones de las concentraciones plasmaticas de
triglicéridos, colesterol-lipoproteina de baja densidad (LDL-colesterol), colesterol-
lipoproteina de muy baja densidad (VLDL-colesterol) y el incremento de colesterol-
lipoproteina de alta densidad (HDL-colesterol) estan estrechamente relacionados con el
gjercicio.

Las respuestas antioxidantes al ejercicio cronico dependen en gran medida de las
caracteristicas del ejercicio y de la capacidad de respuesta del sistema antioxidante. El
gjercicio cronico puede depletar ciertos antioxidantes. Por ejemplo, la concentracion de
vitamina E disminuye en el musculo esquelético, higado y corazéon después del
entrenamiento de resistencia en ratas (Aikawa KM et al, 1984). La reduccion de la
concentracion mitocondrial de vitamina E después del entrenamiento puede ser
explicada por la sobreproduccion de radicales libres. El contenido muscular de glutation
reducido puede disminuir y la actividad de glutation peroxidasa aumentar en el
entrenamiento de resistencia. Es probable en estos casos que la oxidacion de GSH
exceda la capacidad de los tejidos de importar el glutation reducido desde las fuentes
extracelulares.

El principal componente de la respuesta antioxidante al entrenamiento es la induccion
de enzimas antioxidantes, el cual suele acompafiarse de una respuesta inflamatoria.
Aunque el entrenamiento puede depletar las reservas antioxidantes no enzimaticas, la
célula activa la sintesis de novo de las enzimas superdxido dismutasas, catalasa y
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glutation peroxidasa. El cambio adaptativo mas consistente ha sido reportado en la
glutation peroxidasa mitocondrial (Ji et al, 1992), debido a su mayor sensibilidad a los
niveles intracelulares de radicales libres. En humanos, la induccién enzimatica
antioxidante se correlaciona directamente con el consumo de oxigeno y la carga del
entrenamiento.

Las adaptaciones del sistema de glutation al entrenamiento estan relacionadas con la
utilizacion y la capacidad celular para la captacion de glutation reducido. En
comparacion con las personas no entrenadas, las entrenadas generalmente demuestran
mayor tolerancia a las variaciones sanguineas de GSH inducidas por ejercicio. Suele
haber mayor concentracion plasmatica de GSH en jovenes y adultos mayores
entrenados respecto a personas sedentarias debido a la elevada tasa de exporte hepatico
de glutation reducido.

La intensidad y duracion de la actividad contractil determina en gran medida la
magnitud de la sefializacion mitocondrial. Estas sefiales involucran la activacion o
inhibicion de factores transcripcionales, la activacion o inhibicién de los factores de
estabilidad de mRNA que median los cambios en la degradacion de mRNA,
alteraciones en la eficiencia translacional, las modificaciones post-translacionales de las
proteinas, los cambios en la cinética de transporte de proteinas de importe y las
alteraciones en la tasa de plegamiento y ensamblaje de proteinas para la formacion de
complejos multi-subunidades.

B. Sobre el dafio muscular y la respuesta inflamatoria inducida por la carga
fisica.

El ejercicio fisico intenso y sostenido provoca inflamacion y dafio muscular. Cuando la
intensidad del ejercicio es maxima y se mantiene durante periodos de tiempo
prolongados, se origina dafio muscular y fatiga. Esta condicion puede ser valorada con
el apoyo de las determinaciones de enzimas y proteinas musculares. En el musculo se
desarrollan adaptaciones metabolicas en respuesta al entrenamiento como consecuencia
de la demanda energética necesaria para la accion muscular. La inflamacion se produce
en respuesta al dafio tisular. Desde el punto de vista clinico, los signos y sintomas de la
inflamacion incluyen edema, eritema, calor, dolor e impotencia funcional.

Los marcadores de dafio muscular incluyen una serie de enzimas, proteinas contractiles
y reguladoras contenidas en las fibras musculares esqueléticas. La enzima aspartico
aminotransferasa, también conocida como glutdimico oxalacético transaminasa (GOT),
fue el primer marcador empleado para el diagnostico de laboratorio de dafio muscular,
sobre todo de infarto agudo de miocardio; pero carece de especificidad de tipo de fibra
muscular esquelética. La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) se encuentra en casi
cualquier tejido, especialmente en musculo esquelético, higado, corazon, rifion, cerebro,
pulmon y eritrocitos. La LDH consiste en un tetrdmero compuesto por dos subunidades,
M (musculo) y H (corazén). La expresion de la subunidad M es una adaptacion en
respuesta a un aumento de la glucogendlisis anaerobia para el aporte de energia, dado
que alcanza su maxima actividad ante altas concentraciones de piruvato. Esto explica
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por qué el musculo esquelético sometido a estrés cronico sobre-expresa las isoenzimas
LDH-1 y LDH-2 con predominio de subunidades M.

La enzima creatina kinasa (CK) es clave en la produccion de energia celular y en el
metabolismo muscular. Existen dos formas de CK, una mitocondrial y otra citosolica.
La CK citosolica presenta una unién significativa a las miofibrillas en el musculo
esquelético y cardiaco. Es una molécula dimérica compuesta de subunidades B (forma
cerebral) o bien M (forma muscular) y existen tres isoenzimas: CKBB (CK-1), CKMB
(CK-2) y CK MM (CK-3). La forma mitocondrial de la enzima es también un dimero y
probablemente esta compuesta de dos subunidades idénticas (CK-Mi). Clinicamente
solo se observa actividad significativa de CK en musculo esquelético, corazon, cerebro,
intestino y el utero durante la gestacion, encontrandose la maxima concentracion en el
musculo esquelético. En todos los demds 6rganos existe una baja concentracion o bien
una masa insuficiente como para contribuir significativamente a los niveles plasmaticos.

La CK-MM supone la mayor parte de la actividad de la CK del musculo esquelético. El
contenido de CK-MB en el musculo esquelético varia dependiendo de la proporcion de
fibras de contraccion lenta, que pueden contener hasta un 5-10% de CK-MB, mientras
que las fibras de contraccion rapida contienen menos de un 3%. Con el entrenamiento
de resistencia, la CK-MB se acumula en el musculo esquelético y puede alcanzar los
niveles miocardicos, motivo por el cual, un nivel elevado de CK-MB, tras ejercicio
muscular en atletas deberia interpretarse como un indicador de dafio muscular
esquelético. La degeneracion y regeneracion cronica muscular conducen a un marcado
aumento del contenido de CK-MB. Puede suceder una disminucion de la CK sérica tras
estimulos de ejercicio continuados; lo cual sugiere que se produciria un menor dafio
muscular tras el entrenamiento. Este hecho implica el efecto protector muscular del
esfuerzo fisico regular. A pesar de su asociacion con el dafio muscular, no se ha
encontrado una correlacion entre los niveles de CK séricos y el dolor muscular de inicio
tardio.

Por su parte, la mioglobina es una proteina fijadora de oxigeno presente en el musculo
estriado que se libera rapidamente tras el dafio muscular. La mioglobina facilita la
difusion de oxigeno en las fibras musculares estriadas y también sirve como deposito de
oxigeno en la propia fibra muscular. La mioglobina so6lo se encuentra en musculos
estriados (esquelético y cardiaco), donde llega a representar un 5-10% de todas las
proteinas citoplasmaticas. Su concentracion en sangre aumenta rapidamente tras el dafio
muscular, normalmente entre 2 y 4 horas, y llega al maximo en 5-10 horas siendo su
valoracion una ayuda interesante a la hora de conocer el estado y la evolucion del
musculo.

Durante el periodo de entrenamiento y competicion, los requerimientos del organismo
son intensos y mantenidos a lo largo del tiempo, obligando a establecer unos periodos
de recuperacion y regeneracion tisular, que si no son respetados conducen a la fatiga.
La fatiga se define como la disminuciéon de la capacidad de produccion de fuerza,
medida preferiblemente en una maxima contraccion voluntaria (MCV) o en un tétanos
provocado eléctricamente. La fatiga aguda ocurre durante una sesion de ejercicio sea
por entrenamiento o competicion, produciendo una disminucién del rendimiento o una
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parada del ejercicio. La fatiga aguda muscular o de sobre-esfuerzo generalmente ocurre
después de una sesion de entrenamiento que excede el nivel de tolerancia al esfuerzo en
el musculo. Estd acompainada de lesion del tejido muscular, afectando solamente a los
musculos involucrados en el ejercicio. La fatiga subaguda, también llamada sobrecarga,
ocurre después de uno o varios microciclos relativamente intensos. La fatiga cronica
aparece después de varios microciclos en los que la relacion entrenamiento o
competicion y recuperacion se desequilibran, lo cual ocasiona un cuadro sistémico de
descenso de rendimiento y fatiga (Cuadro No. 2).

La etiopatogenia de la fatiga muscular es compleja y obedece de manera general a
deplecion energética, acumulacion de metabolitos y mediadores inflamatorios. Por
ejemplo, cuando la fatiga muscular se produce en menos de 30 segundos, este espacio
de tiempo es insuficiente para que la glucoélisis anaerobia tenga una contribucion
importante a la energia requerida para la contraccion. Existe una correlacion inversa
entre las concentraciones de ATP, creatina fosfato y la fatiga muscular local. La
deplecion del creatina fosfato coincide con una gran caida de la tensién muscular antes
de cualquier acumulacion valorable de hidrogeniones. La concentracion de glucogeno
es un determinante principal de la resistencia muscular tanto en las fibras rapidas (tipo
IT) como en las lentas (tipo I) y su consumo es selectivo para las fibras musculares
activas. Las circunstancias que retrasan la disminucion del glucogeno almacenado en el
musculo, también demoran el inicio de la fatiga muscular local. La sobrecompensacion
con glucégeno eleva sus niveles en reposo y esta asociada con un incremento del tiempo
de resistencia en el ejercicio de larga duracion. Ademads, la ingesta de hidratos de
carbono durante el ejercicio retrasa la deplecion glucogénica y por tanto, el inicio de la
fatiga.

La hipoxia local constituye otro factor desencadenante de la fatiga muscular. La
deficiencia en el aporte de oxigeno conduce a la puesta en marcha de las vias
anaerobicas de obtencion de energia con la consiguiente acumulacion de metabolitos
acidos que en ultima instancia serian los que condicionarian la aparicion de la fatiga. La
relacion lactato-fatiga muscular local no es una simple relacion de causa-efecto, ya que
otros factores ademas del descenso del pH intracelular deben estar implicados en la
limitacion de la fuerza. La mayoria de los efectos del lactato en el desarrollo de la fatiga
muscular local estdn mediados por el incremento de la concentracion de H+, generados
por la disociacion del acido lactico. Sin embargo, parece que la disminucion de la
potencia asociada con un pH intramuscular bajo puede atribuirse en buena medida a la
inhibicion de la glucdlisis y la subsiguiente interrupcion del suministro de energia en
forma de ATP. Cuando los atletas entrenados en resistencia desarrollan fatiga en
situaciones de actividades de muy larga duracion, generalmente esta implicada la falta
adaptativa de la beta oxidacion de las grasas.

. + .y, . ’ .

Por otro lado, los altos niveles de NH,4 (cation amonio) en sangre estan asociados con el
inicio de la fatiga muscular local que sigue a un ejercicio de entrenamiento de alta
intensidad. Cuando la concentracion de amonio se incrementa dentro del musculo,
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suprime el metabolismo oxidativo por inhibicion de las enzimas isocitrato
deshidrogenasa y piruvato deshidrogenasa. Sin embargo, el entrenamiento puede
descender el nivel de NH4" en sangre y retrasar el inicio de la fatiga en ejercicios de
duracion mas prolongada. El incremento de concentracion de acido lactico tiene
también un efecto directo sobre la osmolaridad celular, causando un cambio en el
volumen de agua en el interior del musculo. El incremento subsiguiente de la presion
intracelular conduce a una restriccion de la circulacion local (isquemia) y a la dilucion
de los iones acumulados, fenomenos que también estan relacionados con el desarrollo
de fatiga.

Cuando el trabajo es excéntrico, la fatiga muscular local proviene del dafio mecanico,
mas que de los procesos quimicos de la contraccion muscular. Las contracciones
excéntricas tienen un coste metabolico mas bajo que las concéntricas, aunque, la tension
generada a través del nimero reducido de fibras implicadas es mayor que para las
contracciones concéntricas y suficientemente grande como para producir el dafio
mecanico en las lineas Z, en el reticulo sarcoplasmico y en el mecanismo contractil. Los
cambios de la ultraestructura muscular siguen de una respuesta inflamatoria en la que
intervienen citoquinas, proteinas reactantes y una variedad de leucocitos. Habitualmente
la respuesta inflamatoria es limitada; pero si el ejercicio se prolonga o si no se instauran
las terapias reparadoras pertinentes, ocurre rabdomiolisis. Inicialmente los focos de
dafio estructural se localizan en las miofibrillas y en el citoesqueleto. La rabdomidlisis
ocasiona liberacion de enzimas musculares, aumento de mioglobina en sangre y
mioglobunuria. Si a este estado se afiade cierto grado de deshidratacion, aumenta el
riesgo y las consecuencias de la rabdomidlisis. Ademads, se puede observar
desestructuracion en las células dafiadas con una degradacion de los lipidos y proteinas
estructurales.

Como ya hemos mencionado, entre los mecanismos de produccion de fatiga tiene una
relevancia especial la deplecion de substratos, la acumulacion de metabolitos, las
alteraciones hidroelectroliticas y minerales, la alteracion de los sistemas reguladores, la
disfuncion del sistema enzimatico muscular, la disminuciéon de los depodsitos de
proteinas musculares, las alteraciones de los sistemas de control y sus relaciones
neuroendocrinas e inmunolégicas (Cuadro No. 3).

Los procesos inflamatorios en el musculo activo son desencadenados por la liberacion
en el foco de insulto de moléculas mediadoras. Estas moléculas tienen distintas
actividades: anafilactica, opsonizadora, quimioatrayente, de adhesion a células
endoteliales y vasodilatadora. Las moléculas responsables de la lesion tisular incluyen
radicales libres, metaloproteasas, proteasas plasmaticas, mediadores lipidicos, péptidos,
aminas, mioquinas, citoquinas pro-inflamatorias y quimioquinas (Cuadro No. 4).

La produccion de citoquinas puede comenzar al poco tiempo del inicio del ejercicio
extenuante siendo variable el periodo de tiempo para la normalizacion de los niveles.
Los tiempos de elevacion de la IL-6 pueden corresponderse a los del dafio muscular.
Asi, los picos de la actividad de creatina kinasa sérica se producen en las primeras 48
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horas tras un esfuerzo intenso y de 3 a 7 dias tras el esfuerzo fisico excéntrico. De igual
forma, la concentracion de IL-6 vuelve a valores similares a los de antes del ejercicio de
forma rapida tras un ejercicio de resistencia y de forma mas prolongada tras un ejercicio
intenso durante un tiempo breve. Por otra parte, existen otras citoquinas implicadas en
la finalizacion de la respuesta inflamatoria, entre las que se encuentran los antagonistas
de los receptores de IL-1, IL-4 e IL-10. Algunos reportes sefialan también un posible rol
de las citoquinas anti-inflamatorias en la respuesta inducida por ejercicio (Petersen y
Pedersen 2005).

Las citoquinas son polipéptidos originalmente descubiertos en el sistema inmunoldgico.
Sin embargo, muchos tipos celulares producen citoquinas y las funciones biologicas de
las mismas van més alla de la regulacion inmune. Algunas citoquinas tienen importantes
funciones metabolicas y ejercen efectos locales o acciones de tipo hormonal.

La mayoria de los estudios sobre citoquinas provienen de las investigaciones sobre
sepsis. En los modelos de sepsis, la cascada de citoquinas consiste del aumento en los
niveles de TNF-o, IL-1pB, IL-6, IL-1ra, sTNF-R, IL-10, IL-8 y proteina inflamatoria de
macrofago (MIP-1 oy ). TNF-a e IL-1B son citoquinas pro-inflamatorias, mientras
que sTNF-R, IL-1ra e IL-10 tienen funciones anti-inflamatorias. IL-6 ha sido clasificada
como citoquina pro y anti-inflamatoria, siendo IL-6 circulante principalmente anti-
inflamatoria (Xing et al, 1998). La infusion de IL-6 en humanos ocasiona fiebre, pero
no produce choque ni sindrome de hiperpermeabilidad capilar, como se observa con las
citoquinas pro-inflamatorias tipicas IL-1f y TNF-a. Ademas, a diferencia de IL-1B y
TNF-a, IL-6 no regula al alza los principales mediadores de la inflamacion, tal como el
oxido nitrico (Barton, 1997). En cambio, IL-6 es el principal inductor de las proteinas
de fase aguda derivadas del hepatocito, muchas de las cuales tienen propiedades anti-
inflamatorias. Ademas, cuando se infunde IL-6 a los humanos, favorece la elevacion de
los niveles circulantes de las citoquinas anti-inflamatorias IL-1ra e IL-10.

Es posible detectar las variaciones en el plasma de las citoquinas durante y después de
ejercicio maximo (Ostrowski K et al, 1999 y Suzuki et al, 2002). El ejercicio no induce
aumento en los niveles plasmaticos de TNF-a, excepto algunos pocos estudios que lo
demuestran durante el ejercicio intenso o maximo, tales como durante la carrera de
maraton (Pedersen et al, 2001). Ademas, se demuestra que IL-13 no aumenta en sangre,
a pesar de que algunos comentan sobre pequefios cambios relativos (Suzuki et al, 2002).

El hecho de que las citoquinas pro-inflamatorias clasicas TNF-a e IL-1 no aumentan o
aumentan en pequeio grado es importante para hacer entonces la distincion entre la
cascada de citoquinas inducida por ejercicio de la cascada de citoquinas en respuesta a
infecciones. Tipicamente, la primera citoquina que estd presente en la circulacion
después del ejercicio es IL-6, la cual puede aumentar hasta cien veces. Este aumento de
IL-6 va seguido de un incremento marcado en la concentracion de IL-1ra. La citoquina
inhibidora del receptor sTNF y la citoquina anti-inflamatoria IL-10 aumentan después.
Ademas aumentan las concentraciones de IL-8, MIP-1oc y MIP-1[3 después de la carrera

de maraton (Niess et al, 2000 y Ostrowski et al, 2001). El ejercicio de resistencia induce
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la liberacion sistémica del factor estimulante de colonia de granulocito (G-CSF),
macréfago (M-CSF) vy la proteina 1 quimiotéactica de monocito (MCP-1).

Cuando las células mononucleares sanguineas son analizadas durante y después de
gjercicio intenso o maximo y estimuladas in vitro para producir citoquinas, la
produccion in vitro de citoquinas se altera (Drenth et al 1995), no cambia o se refuerza
(Haahr PM et al 1991). Estos hallazgos pueden ser explicados por las alteraciones en la
composicion de células mononucleares sanguineas inducidas por el ejercicio.

IL-12 ha dominado el campo de la inmunidad mediada por células desde su
descubrimiento hace mas de 15 afios y claramente juega un rol esencial en el desarrollo
de las células Thl en una variedad de condiciones. El rol de IL-12 no esta limitado a
iniciar la respuesta inmune sino que contribuye a mantenerla. Por ello, las respuestas
Thl rapidamente desaparecen en ausencia de IL-12, ocasionando la pérdida de la
inmunidad protectora contra patdgenos intracelulares. La produccion de IL-12 por las
células NK es estimulada por varios viruses (Scott, 1993), que nuevamente estimulan la
produccion de IFN-y. En respuesta al ejercicio, los niveles circulantes de IL-12
aumentan (Suzuki et al, 2002). Sin embargo, atn no esta esclarecido el papel de IL-12
inducido por el ejercicio fisico.

Aunque TNF-a regularmente no es detectado en el plasma, facilmente puede ser
detectado en orina dos horas después de ejercicio (Suzuki et al, 2002). IL-6 parece ser
depurado por la via hepatoesplacnica (Febraio et al 2002) y también en la orina.
Adicionalmente, ha sido demostrado que las concentraciones plasmaticas de 1L-4, G-
CSF, GM-CSF, M-CSF, IL-8 y MCP-1 aumentan inmediatamente después de un
gjercicio de corta duracion y que las concentraciones urinarias de estas citoquinas se
elevan (Suzuki et al, 2002).

Inicialmente se pensé que la respuesta de citoquinas al ejercicio reflejaba la respuesta
clasica de fase aguda a la injuria muscular. El dafio muscular ocurre cuando el ejercicio
enfatiza en contracciones musculares excéntricas. Sin embargo, varios reportes han
demostrado que esta respuesta de citoquinas ocurre cuando los movimientos son
ejecutados mediante contracciones predominantemente concéntricas y de intensidad
moderada (Febraio et al 2002).

En relacion con el ejercicio intenso de una hora de duracién, que involucra
contracciones excéntricas, la creatina kinasa aumenta hasta 100 veces durante cinco
dias, tanto en sujetos jovenes como ancianos. Sin embargo, los niveles plasmaticos de
IL-6 aumentaron solamente pocas veces inmediatamente después del ejercicio y luego
se presenta un nuevo pico a las cuatro horas de la recuperacion. Los niveles de TNF
poco cambian. El segundo pico de IL-6 suele estar estrechamente correlacionado con el
nivel de creatina kinasa.

Es conocido en la actualidad que el ejercicio induce la transcripcion de genes de
metabolitos en el musculo ejercitado (Pilegaard et al 2000), lo cual demuestra que las
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contracciones musculares directamente influyen en el metabolismo. El hallazgo de que
la transcripcion del gen de IL-6 ocurre localmente en el musculo esquelético contractil y
que IL-6 es vertida a la sangre en grandes cantidades desde una extremidad ejercitada
(Febraio et al 2002), abre la posibilidad de que los cambios inmunolédgicos inducido por
el ejercicio estan directamente relacionados a las condiciones del musculo contractil.

Un namero de estudios (Ullum H et al, 2000) demostréo que el mRNA de IL-6 en
monocitos, que es la célula responsable del aumento de IL-6 en plasma durante la sepsis
(Pedersen BK et al, 2000), no aumenta como resultado del ejercicio. Mediante la
determinacion de la produccion intracelular de citoquinas se demostré que el numero, el
porcentaje y la intensidad media de fluorescencia de monocitos tefiidos positivos para
IL-6 no cambia durante el ejercicio en bicicleta (Starkie RL et al 2000) y hasta
disminuye durante una carrera prolongada (Starkie RL et al 2001).

Para probar la posibilidad de que el musculo activo produce IL-6 se realizaron biopsias
musculares antes y después de ejercicio dinamico (Ostrowski K et al, 1998). El mRNA
IL-6 esta presente en pequefias cantidades en el musculo esquelético en reposo, pero
aumenta hasta cien veces en actividad contractil. Este hallazgo indica que el ejercicio es
responsable de la induccion del gen IL-6. Este es también el caso cuando las
contracciones musculares concéntricas son responsables de los movimientos de la
extremidad sin el compromiso de dafio muscular. No solamente se activa el gen IL-6 en
el musculo activo, sino también la proteina IL-6 es liberada en gran cantidad desde la
extremidad contractil y contribuye marcadamente con el aumento en la concentracion
de plasma arterial inducida por el ejercicio (Steensberg A et al, 2000). La infusion de
IL-6 humana recombinante demuestra que IL-6 favorece la produccion de cortisol con
la misma cinética y en la misma intensidad que durante el ejercicio (Steensberg A et al,
2003). Ademas, IL-6 induce neutrocitosis y linfopenia tardia en la misma magnitud y
con la misma cinética que durante el ejercicio dinamico, lo cual sugiere que IL-6
derivada del musculo debe tener un rol central en la recirculacion de leucocitos inducida
por el ejercicio. En relacion con el ejercicio de carrera extenuante, ocurren grandes
incrementos en la expresion génica muscular de IL-1B e IL-8 y también pequefios
incrementos en IL-10 y TNF-a (Nieman DC et al, 2003). Sin embargo, se desconoce si
estas citoquinas también son liberadas a la circulacion para desempefiar un rol en la
inmunomodulacién inducida por el ejercicio.

Algunos estudios indican que el entrenamiento de fuerza-resistencia mediante
levantamiento de pesas no modifica sustancialmente la respuesta inmunologica (Woods
JA et al, 2002). Este ejercicio consistid de 80% de una repeticion maxima, 8
repeticiones por set, 3 sets por sesion dos veces a la semana durante doce semanas. En
este estudio no hubo cambio significativo en la respuesta de las citoquinas IL-13, TNF-
o, IL-6, IL-2 y PGE2, ni en el grupo de jovenes de 22 — 30 afios ni en el grupo de
adultos mayores de 65 — 80 afios de edad.

34



Durante el envejecimiento aumentan los niveles circulantes de diversas de citoquinas.
Asi, hay documentaciones de elevacion de TNF-a (Dobbs RJ et al, 1999 y Paolisso G et
al, 1998), IL-6, IL-1ra (Bruunsgaard H et al 2001) y sTNF-R (Bruunsgaard H et al
1999) en adultos mayores. A pesar de que los niveles circulantes de citoquinas y
proteinas de fase aguda estan elevados en personas ancianas solamente en razoén de dos
a cuatro veces respecto a personas jovenes, esta claramente evidenciada la asociacion
entre la inflamacion de bajo grado y la aterosclerosis, la demencia y la diabetes en
adultos mayores (Bruunsgaard H et al 1999). Dado que el ejercicio acentia las
contracciones musculares concéntricas y con ello contribuye a reducir las citoquinas
pro-inflamatorias, es razonable considerar que algunos tipos de ejercicio en el adulto
mayor pueden ayudar a controlar la inflamacion de grado bajo de las enfermedades
asociadas a la edad.

C. Sobre la movilizacion de sustratos energéticos y el perfil metabdélico durante
el ejercicio y el entrenamiento fisico.

La identificacion de las fuentes predominantes de energia de acuerdo a la carga fisica es
fundamental para la planeacion del ejercicio y el entrenamiento. Asi, disponemos de los
enlaces fosfatos de alta energia (ATP y fosfocreatina) en el sistema inmediato de
transferencia energética, el sistema a corto plazo del acido lactico y el sistema aerdbico
de largo plazo de la oxidacion de carbohidratos, lipidos y proteinas. Los enlaces fosfato
de alta energia almacenados dentro de los musculos proporcionan la energia para cargas
de corta duracion e intensidad elevada, como el levantamiento de un peso pesado y el
sprint de la prueba Wingate. Los sistemas ATP - creatina fosfato y acido lactico
proporcionan alrededor de la mitad de la energia que se necesita para el ejercicio que
dura 2 minutos que pretenda alcanzar el mejor rendimiento, mientras que el resto lo
proporcionan las reacciones aerdbicas. Para el rendimiento mas alto en el ejercicio
intenso de 2 minutos, una persona debe poseer una capacidad bien desarrollada de
metabolismo aerdbico y anaerdbico. El ejercicio intenso de duracion intermedia
realizado durante 5 a 10 minutos, como la lucha y el juego de balonmano, exige una
mayor transferencia de energia aerdbica. El ciclismo necesita un suministro constante de
energia de procedencia aerobica sin depender de la formacion de lactato.

La intensidad y duracion de la carga fisica determinan el patron de participacion de los
sistemas de transferencia energética. El sistema aerobico predomina en el ejercicio
dinamico. A elevada intensidad participa dos veces mas el metabolismo de los
carbohidratos que el de las grasas y proteinas y a baja intensidad, las grasas son el
principal combustible.

La oxidacion de carbohidratos y lipidos es finamente regulada durante el ejercicio
dindmico. La degradacion de unidades glucosilo derivadas del glucégeno muscular y la
glucosa en sangre generan piruvato mediante la glucolisis, el cual puede ser oxidado o
convertido a lactato y alanina. Piruvato deshidrogenasa (PDH) es un complejo
multienzimatico de la matriz mitocondrial que convierte el piruvato en acetil coenzima
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A (CoA). Esta enzima regula la entrada de carbohidrato en el ciclo del &cido
tricarboxilico y la subsecuente oxidacion. Los mayores activadores de PDH durante el
ejercicio son el influjo de calcio en el musculo y el ADP, ya que ambos estimulan la
glucolisis y la produccion de piruvato, el cual es otro activador de PDH.

Quizas una de las respuestas mas estudiadas al ejercicio es el lactato sanguineo durante
el ejercicio incremental. El incremento exponencial de lactato sanguineo sigue al
incremento de la tasa glucolitica y la glucogendlisis muscular durante el ejercicio
incremental. En esencia, existe relacion intima entre el umbral lactico, la capacidad de
oxidacion muscular y la tasa de utilizacion de carbohidratos durante el ejercicio
dindmico (Coyle et al, 1988). El lactato es un metabolito intermediario importante
durante y después del ejercicio, ya que es un sustrato para el metabolismo oxidativo y
precursor gluconeogénico. El musculo activo es el principal sitio de oxidacion de
lactato durante ejercicio, el cual contribuye con el 30% de la oxidacion total de
carbohidratos (Van Hall et al, 2003). En el periodo post ejercicio se requiere el
reabastecimiento de los depdsitos de glucogeno muscular. La deplecion de glucogeno
inducida por ejercicio activa la glucdgeno sintasa. Ademas, la resintesis de glucégeno
muscular depende de la ingestion de carbohidrato, el cual eleva la glucosa y la insulina
en sangre. Particularmente, la insulina estimula la translocacion del transportador
GLUT4 al sarcolema y activa la glucdgeno sintasa.

En el metabolismo de lipidos, la habilidad del tejido adiposo para responder al ejercicio
dindmico mediante la activacion de la hidrolisis de triglicéridos y la liberacion de acidos
grasos libres a la sangre es importante para aumentar y sostener la disponibilidad de
acidos grasos libres en el musculo activo. La regulacion de la lipolisis del tejido adiposo
estd enfocada al control de la actividad de la lipasa sensible a hormona. Esta enzima es
limitante en la degradacion de triglicéridos a diacilglicerol y acido graso libre y de
diacilglicerol en monoacilglicerol y éacido graso libre. El incremento plasmatico de
catecolaminas durante el ejercicio incrementa la actividad de la lipasa sensible a
hormona.

El entrenamiento fisico genera adaptaciones metabolicas. Las principales adaptaciones
metabolicas al entrenamiento aerébico se ven reflejadas en cambios de la potencia
aerobica, en las adaptaciones musculares tales como hipertrofia, angiogénesis,
inducciones enzimaticas y en los suministros energéticos. Hay mayores depositos de
glucdgeno y triglicérido muscular, disminuye la actividad simpatica en el ejercicio
agudo y se reduce la utilizacién de carbohidratos durante el ejercicio submaximo. El
entrenamiento anaerdbico refuerza la potencia y la capacidad anaerdbica, favorece el
reclutamiento de fibras rapidas y los sistemas energéticos ATP-PCr y glucdlisis
anaerobica. Ocurre induccion de lactato deshidrogenasa y fosfofructokinasa y elevacion
del umbral lactico. La capacidad de amortiguacion muscular también mejora en el
entrenamiento anaerobico.
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Los entrenamientos aerdbicos combinados de fuerza y resistencia también inducen
cambios adaptativos en la respuesta endocrina y el perfil metabolico sanguineo. El
entrenamiento aumenta la sensibilidad a la insulina; el descenso normal de la insulina
durante el ejercicio estd muy reducido en respuesta al entrenamiento. Con el
entrenamiento hay menores aumentos de las concentraciones de glucosa durante el
gjercicio con cargas semejantes de trabajo tanto absolutas como relativas. Los
entrenados tienen ligeras elevaciones de cortisolemia durante el ejercicio.

El ejercicio aerobico regular es uno de los estilos de vida que afectan favorablemente las
concentraciones de colesterol, triglicéridos y lipoproteinas. Otros estilos de vida que
también son protectores incluyen el adelgazamiento, el aumento de la fibra liposoluble y
el aumento del consumo en el alimento del cociente entre acidos grasos poliinsaturados
y saturados y de acidos grasos monoinsaturados. Una forma eficaz de evaluar el estado
lipoproteico es el indice colesterol total / colesterol HDL. Un cociente menor o igual a
3.5 indica bajo riesgo de enfermedad cardiovascular.

D. Sobre las caracteristicas del entrenamiento de fuerza y resistencia con
ayuda de vibraciones.

La exposicion a vibraciones habia sido considerada tradicionalmente como perjudicial
para el organismo humano. Sus efectos fueron estudiados de manera pormenorizada en
medicina del trabajo, habiéndose establecido incluso normativas ISO para evitar al
maximo su aparicion en los puestos de trabajo. Estas vibraciones suelen caracterizarse
por su baja o muy alta frecuencia, su alta amplitud y la larga duraciéon de su exposicion
al ser humano. Sin embargo, existen otras vibraciones que parecen provocar efectos
beneficiosos en el organismo. En este caso, las frecuencias son moderadas (25-40 Hz),
las amplitudes pequefias (2-10 mm) y la corta duracion de la exposicion (inferior a los
30 minutos con intermitencias).

Desde hace unos afios se ha introducido en el mercado una serie de dispositivos capaces
de provocar un estimulo mecanico mediante movimientos oscilatorios sinusoidales. Este
estimulo se transmite por todo el cuerpo, consiguiendo aumentar la carga gravitatoria a
la que es sometido el sistema neuromuscular. Aparece asi lo que se conoce como
vibraciones de cuerpo completo (Whole-body vibration; WBV) que han de diferenciarse
de las vibraciones aplicadas localmente. Las primeras ocurren cuando todo el cuerpo es
sometido a movimiento y el efecto no es localizado. Las segundas ocurren cuando una
parte determinada del cuerpo es sometida a movimiento, por ejemplo en la aplicacion
directa al biceps braquial.

La forma mas habitual de aplicar vibraciones con el objeto de mejorar el rendimiento
fisico es mediante plataformas, que consiguen el efecto "por todo el cuerpo", aunque
también se han aplicado de manera localizada empleando mancuernas o cables.
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Las investigaciones sobre los efectos de las vibraciones en el ser humano tienen ya una
larga tradicion. Sus resultados van desde muy perjudiciales, siendo la perspectiva
tradicional de la medicina del trabajo; a muy beneficiosos, la cual constituye una
perspectiva mas actual del campo de la actividad fisica y el deporte asi como el de la
rehabilitacion. La explicacion a estas grandes divergencias podria residir en los
diferentes parametros de vibracion empleados. Si anteriormente distinguiamos la
localizacion o no de las vibraciones, también se ha de tener muy en cuenta su
frecuencia, amplitud, direccion y duracién, ya que el cuerpo humano ha demostrado
responder de manera altamente especifica a la variacion de estos parametros. La
aplicacion de vibraciones al cuerpo humano puede ser descrita como placentera o
molesta, puede influir en el rendimiento en ciertas tareas y provocar lesiones o
enfermedades pero también provocar efectos positivos como el alivio del dolor crénico.

Existen numerosas variables o parametros que pueden afectar a los movimientos
oscilatorios sobre el cuerpo humano, aunque pueden ser divididas en dos grandes
categorias: variables extrinsecas (que ocurren fuera del cuerpo humano) y variables
intrinsecas (aquellas que ocurren dentro del cuerpo o entre diferentes personas). Entre
las variables extrinsecas se mencionan las siguientes:

e Magnitud: la magnitud de una vibracion suele expresarse por razones practicas
en unidades de aceleracion (m/s”), empleandose para ello acelerometros. En los
aparatos que se emplean para la mejora del rendimiento fisico no se ofrece
informacion sobre este pardmetro pero puede obtenerse a partir de la frecuencia
(f) y el desplazamiento (d), mediante la ecuacion: a = (2 f)* d. Esto quiere decir
que un movimiento oscilatorio sinusoidal con una frecuencia de 30 Hz y 4 mm
de desplazamiento resultara en una aceleracion de 14,48 g.

e Frecuencia: es el nimero de ciclos de movimiento sinusoidal realizado en un
segundo expresado mediante la unidad hertzio (Hz). El rango de frecuencias de
vibracion empleadas en los estudios de entrenamiento esta entre 23 y 44 Hz.

e Amplitud: es el desplazamiento que se realiza en cada ciclo de movimiento
sinusoidal expresado por lo general en mm. El rango de amplitud empleado en
los estudios se sitia entre 2 y 10 mm, aunque el valor mas empleado son 4 mm.

e Direccion: las tres principales direcciones de la vibraciones aparecen en los ejes
antero-posterior (x), lateral (y) y vertical (z). En el mercado existen plataformas
vibratorias donde predomina la direccion vertical y otras donde existe ademas un
marcado componente lateral.

e Duracion: algunas respuestas del cuerpo humano dependen fundamentalmente
de la duracion de la vibracion a la que es expuesto. La normativa ISO 2631
establece los limites de tiempo de exposicion basandose en los valores de la
dosis de vibracion. En los estudios orientados a la mejora del rendimiento la
exposicion total va desde 4 min hasta un maximo de 20.
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Hasta el momento no se habian descrito las repercusiones de las vibraciones durante el
entrenamiento fisico en el estrés oxidativo, el estado inflamatorio y dafio muscular
inducido por el esfuerzo. El presente estudio analiza las consecuencias del
entrenamiento de fuerza y resistencia mediante un programa de 8 semanas, en los
parametros sanguineos de peroxidacion lipidica, nitritos, citoquinas y enzimas
musculares. Compara el entrenamiento de fuerza y resistencia en plataforma vibratoria
(abreviado WBYV, del inglés whole body vibration) y el entrenamiento convencional de
fuerza y resistencia sin variaciones en las vibraciones (abreviado ECF).

E. Sobre la Prueba Wingate.

La prueba Wingate es una prueba anaerdbica de duracion media e intensidad
supramaxima, con un alto grado de validez que se realiza en cicloergémetro que valora
la potencia alactica, la capacidad anaerdbica lactica y alactica y la resistencia a la fatiga.
La prueba Wingate es una modificacion de la prueba Katch. Consiste en la realizacion
durante 30 segundos de un ejercicio maximo en el cicloergdometro. Consiste en la
aplicacion de una carga de trabajo de 45 g/kg de peso en mujeres y de hasta 75 g/kg de
peso en hombres. El individuo explorado debe calentar durante 2 minutos y
posteriormente pedalear hasta alcanzar la carga marcada. A partir de aqui se
cronometran 30 segundos al maximo durante los cuales se anota el numero de
revoluciones cada 5 segundos. El trabajo total realizado en los 30 segundos es la
potencia mecanica y representa la capacidad anaerébica.  La potencia anaerobica
maxima es el trabajo mas alto llevado a cabo en cualquier periodo de 5 segundos. De
esta forma podemos comparar la maxima potencia al comienzo de la prueba (primeros 5
segundos) con la obtenida al final de la misma. La diferencia entre la potencia maxima
alcanzada y la minima esta relacionada con el grado de fatiga del individuo. La potencia
pico es la potencia mecanica mas alta que se genera durante cualquier intervalode 3 6 5
segundos de la prueba. La interpretacion de la prueba Wingate supone que la potencia
pico es la capacidad de generacion de energia por parte de los fosfatos intramusculares
de alta energia, mientras que la potencia total refleja la capacidad glucolitica. En los
ciclistas, el 50% del trabajo total en la prueba Wingate proviene del sistema ATP-CrP, el
47% de la glucolisis anaerdbica y solamente el 3% proviene del metabolismo aerdbico,
lo cual representa para los primeros 10 segundos, 4 kilojulios provenientes del sistema
ATP-CrP y 4 kilojulios de la glucdlisis anaerobica. A los 30 segundos de duracion de la
prueba, se consumen 20 kilojulios, de los cuales la glucolisis anaerdbica finalmente
contribuye con 10 kilojulios y la glucolisis aerdbica con 6 kilojulios.
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OBJETIVOS

I. General.

Evaluar integralmente el estrés oxidativo, la defensa antioxidante endogena, el
dafio muscular, el estado metabdlico y la participacion de mediadores
inflamatorios durante el ejercicio y el entrenamiento fisico.

I1. Especificos.

(1) Evaluar las consecuencias de diferentes cargas de esfuerzo fisico en el dafio a
lipidos y proteinas producido por la generacion exagerada de radicales libres.

(2) Analizar la participacion de citoquinas como mediadores de respuesta
inflamatoria durante ejercicio, entrenamiento fisico y fatiga muscular.

(3) Reconocer la participacion de la defensa antioxidante endogena durante el
ejercicio intenso.

(4) Evaluar el estado metabolico y el posible dafio muscular durante las
competencias de ciclismo (profesional y amateur) y durante el entrenamiento de
fuerza y resistencia.

(5) Confirmar el efecto del ejercicio fisico extenuante en la concentracion
plasmatica de melatonina y urinaria de sulfatoximelatonina.

(6) Analizar la influencia de la alcalinizacion inducida mediante la
administracion oral de bicarbonato de sodio sobre la peroxidacion lipidica y la
respuesta de citoquinas durante la repeticion de la prueba Wingate en ciclistas
profesionales.

(7) Establecer la posible asociacion entre el estado acido y la concentracion
sanguinea de citoquina durante una prueba de ejercicio explosivo en el
cicloergdémetro.

(8) Valorar los efectos del entrenamiento de fuerza y resistencia con ayuda de
vibraciones en el estrés oxidativo/nitrosativo y la respuesta inflamatoria en

personas previamente no entrenadas.

(9) Estimar los posibles efectos de citrulina en los parametros oxidativos de
ciclistas durante una competicion.

En el cuadro No. 1 se desglosan las actividades desarrolladas por objetivos de la
investigacion.
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HIPOTESIS

La presente investigacion propone la siguiente hipdtesis de trabajo: La magnitud del
estrés oxidativo inducido por ejercicio depende de la carga de esfuerzo fisico porque
cuanto mayor es la intensidad, duracion y frecuencia de la carga, mayor es la
produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno. Asi, cuando el ejercicio es
extenuante, por ejemplo durante la competencia de ciclismo o durante una prueba
repetida Wingate a 100% de la capacidad maxima, las concentraciones de metabolitos
secundarios de peroxidacion lipidica es mayor que cuando el ejercicio es moderado en
un programa de entrenamiento de fuerza y resistencia a 60% de la capacidad méaxima.

En esta investigacion se pretende comprobar que la respuesta de citoquinas pro-
inflamatorias es notable en los ejercicios extenuantes y explosivos que generan fatiga y
dafio muscular. La respuesta de citoquinas es significativa cuando la carga fisica es
intensa. Ademas, la carga fisica moderada, acumulada en un programa de entrenamiento
de fuerza y resistencia también genera una respuesta de citoquinas pro-inflamatorias.

En esta investigacion proponemos que la defensa antioxidante endogena de ciclistas
profesionales es eficiente durante el ejercicio intenso prolongado. Debemos suponer en
estos casos que no ocurren modificaciones en el estado redox ni en las concentraciones
de glutation reducido y oxidado en los hematies debido a que existe una fina regulacion
de la homeostasis de glutation en atletas. Se espera que la competencia de ciclismo
profesional durante cuatro dias aumente marcadamente las actividades enzimaticas de
glutation peroxidasa y reductasa.

En este estudio proponemos que el ejercicio intenso prolongado favorece la
estimulacion noradrenérgica de la pineal y por lo tanto, eleva las concentraciones de
melatonina en plasma y su metabolito sulfatoximelatonina en orina. Asi, debe haber
una marcada elevacion matutina de la concentracion sanguinea de melatonina durante la
competencia de ciclismo profesional, la cual tiene una duracion de cuatro dias. En
cambio, esta elevacion no debe ser tan evidente durante una prueba de ejercicio
extenuante de corta duracion, como es la repeticion en tres ocasiones consecutivas de la
prueba Wingate.

La investigacion postula también que las personas entrenadas en ciclismo tienen
adecuada tolerancia a la glucosa y su perfil lipidico denota bajo riesgo de enfermedad
cardiovascular. Propone demostrar que después de una competencia de ciclismo de
cuatro dias, ocurren elevaciones en las concentraciones sanguineas de transaminasas,
creatina kinasa, mioglobina y lactato deshidrogenasa. A diferencia del ejercicio
extenuante realizado en la competencia de ciclistas entrenados, proponemos menores
cambios en los indicadores de dafio muscular en estudiantes previamente no entrenados
durante su participacion en un programa de entrenamiento de fuerza y resistencia de
carga moderada.
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El presente estudio postula que la alcalinizacion provocada por la administracion oral de
bicarbonato de sodio no modifica el grado de peroxidacion lipidica inducido por un
ejercicio intenso y explosivo durante la repeticion de la prueba Wingate. Ademas, el
estudio plantea que es posible que la alcalinizacion inducida incremente menos las
concentraciones sanguineas de citoquinas pro-inflamatorias durante la prueba. En el
caso contrario, es decir, de no comprobarse el menor incremento de las citoquinas en la
alcalosis provocada durante el ejercicio explosivo, posiblemente se debe a la falta
oportuna de la correccion de la acidosis intracelular generada por el sprint.

Esta investigacion postula que el entrenamiento con ayuda de vibraciones no ofrece una
reduccion adicional sobre los parametros de estrés oxidativo ni tampoco sobre la
respuesta de citoquinas al entrenamiento de fuerza y resistencia convencional. En este
estudio se investiga también la posible influencia del malato de citrulina ex6geno en los
parametros oxidativos y nitrosativos durante la competencia de ciclismo amateur.
Proponemos que la suplementacion con malato de citrulina antes y durante cada etapa
de una competencia ciclista, no evita el aumento de la peroxidacion lipidica y la
formacion de nitritos plasmaticos ocasionada por el ejercicio intenso.

Paso a enumerar las hipétesis de trabajo de la investigacion:

1.La magnitud del estrés oxidativo inducido por ejercicio depende de la carga de
esfuerzo fisico. De esta manera, cuando el ejercicio es extenuante, por ejemplo durante
la competencia de ciclismo y durante una prueba repetida Wingate, las concentraciones
de metabolitos secundarios de peroxidacion lipidica se elevan. En cambio, el ejercicio
moderado de un programa de entrenamiento de fuerza y resistencia disminuye la
peroxidacion lipidica en reposo.

2.La respuesta de citoquinas pro-inflamatorias es notoble en los ejercicios extenuantes y
explosivos que generan fatiga y dafio muscular. La intensidad de la respuesta de
citoquinas debe ser mayor cuanto mayor es la carga fisica acumulada. Si la carga fisica
es moderada y dosificada a través de un programa de entrenamiento de fuerza y
resistencia, por acumulacion también debe generar una respuesta de citoquinas pro-
inflamatorias.

3.La defensa antioxidante enddgena es eficiente durante el ejercicio intenso y
prolongado en ciclistas profesionales. En estos casos no ocurren modificaciones en el
estado redox ni en las concentraciones de glutation reducido y oxidado en los hematies
debido a que existe una fina regulacion de la homeostasis de glutation en atletas. En
apoyo a esta regulacion, se esperan aumentos marcados en las actividades de glutation
peroxidasa y reductasa.

4.0Ocurre marcada elevacion matinal de la concentracion sanguinea de melatonina
durante la competencia de ciclismo de cuatro dias. Esta elevacion no es tan evidente
durante una prueba de ejercicio extenuante de corta duracion, como es la repeticion en
tres ocasiones consecutivas de la prueba Wingate.

5.Las personas entrenadas en ciclismo tienen adecuada tolerancia a la glucosa y un
perfil lipidico que denota bajo riesgo de enfermedad cardiovascular. Se espera que los
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estudiantes universitarios previamente no entrenados y expuestos a un programa de
entrenamiento de fuerza y resistencia de ocho semanas de duracion tengan parametros
metabolicos similares.

6.Después de las competencias de ciclismo se elevan las concentraciones sanguineas de
transaminasas, creatina kinasa, mioglobina y lactato deshidrogenasa. Estas elevaciones
pueden notarse también después de cada etapa de la competicion de ciclismo amateur. A
diferencia de estas competiciones realizadas por sujetos entrenados expuestos a ejercicio
extenuante, se esperan cambios menores en los indicadores de dafio muscular de
estudiantes previamente no entrenados durante su entrenamiento de fuerza y resistencia
de carga moderada.

7.La alcalinizacion provocada por el bicarbonato de sodio ingerido, no modifica el
grado de peroxidacion lipidica inducido por el ejercicio explosivo durante la repeticion
de la prueba Wingate. Es posible que esta alcalinizaciéon incremente menos las
concentraciones sanguineas de citoquinas pro-inflamatorias durante la prueba.

8.La acidosis generada durante la prueba Wingate se correlaciona directamente con la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias.

9.Las vibraciones no ofrecen una reduccion adicional sobre los pardmetros de estrés
oxidativo ni tampoco sobre la respuesta de citoquinas durante el entrenamiento de
fuerza y resistencia.

10.La suplementaciéon con malato de citrulina antes y durante cada etapa de la
competicion de ciclismo amateur no evita la peroxidacion lipidica ni la formacion de
nitritos plasmaticos ocasionada por el ejercicio intenso.
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METODOLOGIA

A. Descripcién de los estudios realizados.

A.1. Del estudio observacional de estrés oxidativo, defensa primaria antioxidante, perfil
metabolico, dafo muscular, respuesta de citoquinas, melatonina plasmatica y su
metabolito en orina durante cuatro dias de competicion de ciclismo profesional (Vuelta
Andalucia 2008).

Seis hombres sanos y entrenados, adultos jovenes (media de la edad = DE, 24.8 + 1.2
afios) fueron reclutados a participar en el estudio durante la competencia de la Vuelta
Ciclista de Andalucia 2008. Todos los sujetos eran no fumadores y practicaban 6-8
horas diarias de ejercicio regular, principalmente bicicleta y entrenamiento de
resistencia. La distancia total del recorrido analizado fue 647.6 km, distribuido de la
siguiente manera: el primer dia (123.4 km, altitud méxima 600 m), segundo dia (176.2
km, altitud maxima 1800 m), tercer dia (174.5 km, altitud maxima 1250 m) y el cuarto
dia (173.0 km, altitud méxima 800 m). Las temperaturas ambientales oscilaron entre
6°C y 20°C. La competicion ciclista tipicamente se caracterizO por una combinacion
variada de actividades de fuerza-resistencia y episodios explosivos. La carga de trabajo
usualmente acumulaba fuerza y potencia subméxima y maxima.

La sangre de los ciclistas se extrajo de la vena antecubital a las 18 horas el dia anterior a
la competencia (antes de la ultima comida del dia) y luego cuatro dias después, también
a las 18 horas (el ultimo dia de la competencia) para el andlisis de bioquimica general,
peroxidacion lipidica en plasma, determinacion de glutation oxidado y reducido en
hematies, determinacion de la actividad de las enzimas glutation peroxidasa y reductasa
en hematies y citoquinas plasmaticas. A las 6 horas del primer y ultimo dia de la
competencia se recogid muestra de sangre y orina para la determinacion respectiva de
melatonina y 6-sulfatoximelatonina. El analisis de la bioquimica general se realizo en el
Hospital de la Universidad de Granada para la medicion de glicemia, creatinina, urea,
acido Trico, electrolitos, transaminasas, creatina kinasa, mioglobina, lactato
deshidrogenasa y perfil lipidico. El analisis de estrés oxidativo y defensa antioxidante
endogena lo realicé en el Laboratorio de Radicales Libres del Instituto de Biotecnologia
de la Universidad de Granada.

A.2. Del estudio experimental de alcalinizaciéon inducida, peroxidacion lipidica,
respuesta de citoquina y melatonina plasmatica en ciclistas profesionales durante
repeticion de prueba Wingate.

Diez hombres sanos, adultos jovenes (media de la edad, 20 afios; rango, 15 — 29 afios)
voluntariamente participaron en el estudio. Todos los sujetos eran no fumadores y
realizaban 6 — 8 horas diarias de ejercicio regular, mayormente ciclismo, carrera y
entrenamientos de resistencia. Antes de la inclusion en el estudio, los sujetos fueron
completamente notificados de la naturaleza y posibles riesgos del estudio y aceptaron el
consentimiento informado.
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Definicion de los grupos de estudio:

1. Primer dia:

1.1. Grupo experimental: Cinco sujetos aleatoriamente seleccionados reciben
bicarbonato de sodio via oral.

1.2. Grupo control: Los otros cinco sujetos de la muestra reciben placebo via
oral.

2. Segundo dia:

2.1. Grupo experimental: Los cinco sujetos del grupo control del primer dia,
recibiendo esta vez bicarbonato de sodio via oral.
2.2. Grupo control: Los cinco sujetos del grupo experimental del primer dia,

recibiendo esta vez placebo via oral.

Los sujetos acudieron al laboratorio de Fisiologia del ejercicio para la realizacion de tres
pruebas consecutivas de Wingate durante dos dias seguidos. El intervalo de tiempo
entre las pruebas fue 20 minutos. Cada dia se midi6 inicialmente las caracteristicas
fisicas de los sujetos. Después se extrajo muestras de sangre para las determinaciones
basales y luego fueron familiarizados con las actividades explosivas de las pruebas
Wingate. Los sujetos fueron instruidos para evitar ejercicio fisico intenso, bebidas
alcoholicas y café las 24 horas antes de la visita al laboratorio. Previo a la realizacion de
las tres pruebas consecutivas Wingate, cada dia los sujetos ingirieron de acuerdo a los
grupos aleatorios a los que pertenecian, ya sea bicarbonato de sodio (condicion de
alcalinizacion inducida) o placebo. El disefio experimental se realizd de manera cruzada
durante los dos dias. Los sujetos acudieron al laboratorio 3 horas antes de iniciar la
prueba. Primeramente, los sujetos ingirieron el bicarbonato de sodio o su equivalente a
una dosis total de 0.3 g / kg masa corporal. La dosis fue repartida en 30 capsulas, las
cuales fueron ingeridas con agua a libre demanda. Las condiciones experimentales eran
desconocidas por los sujetos y los evaluadores (método doble ciego).

Después de 90 minutos de la ingestion de bicarbonato o placebo, los sujetos realizaron
las pruebas Wingate, con 20 minutos de separacion entre las mismas. Todos los
ejercicios fueron realizados en el cicloergdémetro (POWERMAX-VII, Combi, Tokyo,
Japon). La duracion y carga fueron ajustadas en un programa software, que también
calculaba las rpm pico (Rpmpeak) para un ejercicio dado. El registro de tiempo de las
series de cada actividad explosiva fue medido en rpm a una frecuencia de 10 Hz. Los
pies de los sujetos fueron amarrados a los pedales para evitar el deslizamiento. La altura
de la silla se ajustd de tal manera que permitiera una ligera curvatura a nivel de la
rodilla cuando el pedal se encontraba en su posicion mas inferior.

La concentracion plasmatica de hidrogeniones y las presiones parciales de los gases
fueron analizadas de la sangre extraida de los pulpejos mediante tubos capilares. El
analizador de gases sanguineos (i-STAT, i-STAT Corporation, Abbott Park, IL, USA)
fue usado para medir la presion parcial de oxigeno (PO2), el pH sanguineo y la
concentracion plasmatica de H+. El analizador de gas sanguineo fue calibrado mediante
liquido conocido de calibracion (pH: 7.45, PCO2: 30 torr, PO2: 160 torr) antes de cada
prueba. Se extrajo muestra de sangre venosa basal de antebrazo, una hora antes de la
ingesta de bicarbonato de sodio o placebo. Luego se extrajo muestra sanguinea en dos
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ocasiones mas cada dia para la determinacion de peroxidacion lipidica y citoquinas
(antes y después de la prueba Wingate, o sea pre y post test). Enfatizando, la primera
muestra representd el estado basal. La segunda y tercera muestras representaron
respectivamente las determinaciones pre-test y post-test del primer dia. La cuarta y
quinta muestras representaron respectivamente las determinaciones pre-test y post-test
del segundo dia. También se extrajo muestra de sangre a las 9 horas del dia (antes de las
pruebas Wingate) y a las 12 horas del dia (después de las pruebas Wingate) en
condiciones de luz artificial, ambas el primer dia, para la determinacion de melatonina
en plasma. En todos los casos, las muestras se almacenaron a -80°C.

A.3. Del estudio experimental de estrés oxidativo, dafio muscular, perfil metabolico y
respuesta de citoquina en estudiantes universitarios durante entrenamiento de
fuerza/resistencia con ayuda de plataforma vibratoria.

Veintinueve estudiantes sanos de segundo afio de la Facultad de Ciencias de la
Actividad Fisica y Deporte de la Universidad de Granada voluntariamente fueron
reclutados para participar en el estudio. Los sujetos fueron completamente notificados
de la naturaleza del estudio y dieron su consentimiento informado.

Definicion de los dos grupos de estudio:

. Grupo WBV (Entrenamiento convencional de fuerza y resistencia con
modificaciones de los parametros vibratorios): dos sesiones semanales.
Participaron catorce sujetos (trece hombres y una mujer). Los rangos de los
parametros vibratorios utilizados fueron los siguientes: a) Frecuencia 24 — 30
Hz, b) Amplitud 2-4 mm y c¢) Duracion 4-14 min.

. Grupo ECF (Entrenamiento convencional de fuerza y resistencia sin
modificaciones de los parametros vibratorios): dos sesiones semanales.
Participaron quince sujetos (doce hombres y tres mujeres).

La metodologia del entrenamiento se basoé en los principios basicos: (1) Principio del
estimulo eficaz de carga, (2) Principio de la progresion, (3) Principio de relacion 6ptima
entre la carga y la recuperacion, (4) Principio de repeticion y continuidad, (5) Principio
de la individualidad, (6) Principio de desarrollo multilateral y (7) Principio de
periodizacion. Se combinaron los ejercicios fisicos de fuerza y resistencia con
caracteristicas energéticas de los ejercicios ciclicos anaerdbicos y aerdbicos, en su
mayoria a cargas moderadas acumuladas.

Una vez divididos los sujetos en dos grupos aleatorios, a ambos se les aplico un
entrenamiento que combina el entrenamiento con vibracion (Whole-Body-Vibration,
WBYV) como pre-fatiga, con un entrenamiento convencional de fuerza (ECF), realizando
en una de las dos sesiones semanales, un entrenamiento de contraste o btlgaro para la
mejora de la fuerza maxima y explosiva. Al otro dia se les aplicara un entrenamiento de
resistencia a la fuerza.
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La diferencia entre ambos grupos de estudio es que el grupo WBV recibi6 el
entrenamiento con modificaciones en los pardmetros vibratorios a lo largo de las 8
semanas. Al grupo ECF no se modificaron los parametros vibratorios pre-fatiga durante
las 8 semanas. Ambos grupos realizaron el entrenamiento con vibracion en el
laboratorio de fisiologia del ejercicio. Una vez terminado y sin descanso intermedio,
procedieron a la sala de musculacion para realizar el entrenamiento convencional de
fuerza.

Todos los sujetos fueron inicialmente evaluados a través de mediciones
antropométricas, fuerza muscular en la maquina isocinética Gymnex Iso-2, talla,
pruebas de contramovimiento usando el dispositivo Ergo Jump Plus-Bosco System
(Biomedic SCP), tolerancia a la fatiga en la prueba CMJ30”, el test de una repeticion
maxima (1-RM), percepcion de esfuerzo y analisis de sangre. Todas las mediciones
fueron nuevamente realizadas en la quinta semana y una semana después de completado
el entrenamiento.

El estudio utiliz6 un disefio experimental, doble ciego, controlado, en el cual los sujetos
fueron aleatoriamente distribuidos en dos grupos para el entrenamiento de fuerza y
resistencia, uno a parametros constantes (ECF) y otro a parametros crecientes de
vibracion (WBV).

La sangre fue recogida de una vena del antebrazo en tres momentos: antes, durante
(quinta semana) y después del entrenamiento (novena semana), para la determinacioén
analitica de bioquimica general, enzimas musculares, peroxidacion lipidica plasmatica,
nitritos, citoquinas y contenido de glutation en hematies. El analisis bioquimico fue
realizado en Laboratorio del Hospital de la Universidad de Granada. Las
determinaciones de estrés oxidativo e inflamacioén las realicé en el Laboratorio de
Radicales Libres del Instituto de Biotecnologia del Centro de Investigacion Biomédica
de la Universidad de Granada.

A.4. Del estudio pre-experimental de respuesta de citoquinas y cortisol durante una
prueba de fatiga muscular en luchadores y jugadores de balonmano.

Catorce varones sanos fueron reclutados a participar voluntariamente en el estudio
(media de edad +/- DE, 23.5 +/- 4.8 afios), nueve de los cuales eran luchadores y cinco
jugadores de balonmano. Todos asistian a un programa regular de entrenamiento de
fuerza y resistencia en la Facultad de Ciencias de la Actividad Fisica y Deporte de la
Universidad de Granada, completando diariamente entre 3-5 horas de ejercicios
explosivos, levantamiento de pesas, carrera, natacion, lucha y balonmano.

Se extrajo sangre venosa del antebrazo el dia previo a la prueba de fatiga (pre-test) y
una hora después de haber realizado todos los ejercicios de la prueba (post-test). La
prueba de fatiga consistié en la realizacion de series alternas de quince repeticiones
maximas de prensa de banca y squats hasta evidenciar en el potenciometro, la meseta de
la potencia maxima. La sangre extraida se utiliz6 para la determinacion de citoquinas y
cortisol.
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A.5. Del estudio pre-experimental de estrés oxidativo, respuesta de cortisol y citoquina
en ciclistas amateurs que ingirieron malato de citrulina durante los primeros tres dias de
competencia.

Cinco sujetos sanos, varones jovenes (media de edad +/- desviacion estandar, 20 +/- 1.2
afios) voluntariamente participaron en el estudio, durante la competencia de ciclismo
amateurs en la Vuelta al Bidasoa 2008. La competencia tuvo un recorrido total de 460.5
km repartido en 4 dias asi: 123,2 km el primer dia; 128,0 km el segundo dia; 99,6 km el
tercer diay 109,7 km el cuarto dia. Treinta minutos antes de cada etapa ingirieron 4 g de
malato de citrulina (Stimol ®) disuelto en zumo de fruta, luego 2 g en la mitad de la
competencia de cada etapa y 2 g adicionales inmediatamente al finalizar cada etapa. En
los primeros tres dias de competencia se extrajo sangre de vena de antebrazo una hora
antes de ingerir la primera dosis de citrulina (a las 7 horas del dia) y una hora después
de ingerir la ultima dosis de citrulina del dia, para la determinacién de bioquimica
general, cortisol, nitritos y malonaldehido en plasma. También se determinaron las
concentraciones plasmaticas de citoquinas antes y después de la competencia.

B. Técnicas y procedimientos empleados.

Las mediciones y técnicas que empleé¢ fueron las siguientes: (a) Determinacion de
metabolitos secundarios (malonaldehido y 4-hidroxialquenales) de la peroxidacion
lipidica en plasma por espectrofotometria (Esterbauer y Cheeseman, 1990). (b)
Determinaciéon de citoquinas plasmaticas: interleuquina-6 (IL-6), factor de necrosis
tumoral-a (TNF- a) e interleuquina-1f (IL-1B) por fluorimetria (LINCOplex kit). (c)
Determinacién de nitritos y nitratos plasmaticos por espectrofotometria (Green et al,
1981). (d) Determinacion de las actividades de glutation peroxidasa y reductasa en
hematies por fluorimetria ultravioleta (Griffith et al 1999). (e¢) Medicion del contenido
de glutation reducido y oxidado en hematies por fluorescencia (Hissin y Hilf, 1976). (f)
Medicion de melatonina en plasma mediante cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) y su metabolito en orina (sulfato de melatonina) mediante el kit comercial
ELISA IBL Hamburg. (g) Determinacion de la bioquimica general en sangre: glucosa,
creatinina, urea, acido urico, electrolitos, transaminasas, lactato deshidrogenasa, creatina
kinasa, mioglobina, colesterol total, triglicéridos, HDL-colest, LDL-colest, cortisol;
gasometria y lactato en sangre capilar.

Los procedimientos utilizados en cada técnica fueron los siguientes:
1. Determinacion de malonaldehido y 4-hidroxialquenales en plasma.

Se utiliz6 el kit comercial Bioxytech LPO 568 (Oxis Research, Portland, OR, USA) que
estimd la concentracion de malonaldehido (MDA) y 4-hidroxialquenal (4-HDA) en
plasma. Las muestras fueron centrifugadas a 13000 rpm durante 5 minutos. Luego se
afiadio 200 pl del sobrenadante a 650 pl del reactivo Aldrich diluido (N-metil-2-
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fenilindol en acetonitrilo diluido 3:1 en metanol). Luego se afiadié 150 pl de acido
metansulfonico y fue incubada la reaccion a 45°C durante 40 minutos. La reaccion se
detuvo en frio y pas6 a centrifugarse a 3500 rpm durante 10 minutos. Simultaneamente
se prepard una curva estandar de siete puntos. La peroxidacion lipidica fue determinada
mediante la reaccion de fenilindol, MDA y 4-HDA, la cual produce un cromoéforo
detectable mediante espectrofotometria a 586 nm (Estebauer and Cheeseman, 1990).
Los niveles fueron expresados en nmol/ml.

2. Determinacion de nitritos y nitratos plasmaticos.

Las muestras plasmaticas fueron desproteinizadas con acido sulfosalicilico frio 6%,
incubandose a temperatura ambiente durante 30 minutos y luego centrifugado a 10,000
g durante 15 min. Luego 50 pl de sobrenadante fue incubado con 4 pl de NaOH 1.25%,
36 pl de solucion fosfato amortiguadora 14 mM que contenia 50 mU de glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa, 750 pM de glucosa 6-fosfato, 30 mU de nitrato reductasa y 10
pl de NADPH 3 pM durante 60 minutos a temperatura ambiente. El nitrito es medido
con la reaccion Griess (Green et al, 1981), el cual convierte el nitrito en un compuesto
azo que puede ser detectado espectrofotométricamente a 550 nm. Los reactivos Griess
son naftietilendiamina 0.1% y sulfanilamida 1%. Los niveles fueron expresados en
nmol/ml.

3. Determinacion de citoquinas en plasma.

Se utilizo el kit LINCOplex (Linco Research) para medir la concentracion de tres
citoquinas pro-inflamatorias (IL-1f, IL-6 y TNF-o). El ensayo fue realizado de acuerdo
a las instrucciones del manufacturador. Brevemente, 50 pl de la solucion de trabajo que
contiene las microesferas ligadas a cada uno de los anticuerpos especificos contra las
citoquinas mencionadas fue vertido a cada pocillo, luego lavado dos veces con 200 pl
de solucion buffer de lavado Linco-Plex y filtrado hasta la sequedad. Luego 25 pl de
alicuotas de plasma diluidas 1:4 con los diluyentes especificos de muestra Linco-Plex
fueron afiadidos a cada pocillo e incubados durante 60 min a temperatura ambiente.

Luego de dos lavados con 200 pl de solucion buffer de lavado Linco-Plex, las
microcéapsulas fueron incubadas con 25 pl de una solucion con anticuerpo de deteccion
durante 30 minutos a temperatura ambiente, cada anticuerpo especifico a una citoquina.
Después de otros dos lavados, las microesferas se incubaron con 25 pl de solucion
estreptavidina-ficoeritrina durante 30 minutos a temperatura ambiente y se procedid con
dos lavados mas. Las microesferas se resuspendieron en cada pocillo con 100 pl de
tampon de lectura (Sheath fluid Linco-Plex) y se determind la concentracion de cada
citoquina mediante un lector fluorimétrico (BioPlex Analyzer, BioRad, Madrid,
Espafia). Paralelamente se construyé una curva estandar para cada citoquina. Los
niveles fueron expresados en pg/ml.

4. Determinacion del contenido de glutation reducido y oxidado en hematies.

49



Los hematies fueron hemolizados en buffer fosfato (10 mM fosfato sodico, 1 mM
EDTA-Na2, pH 6.25). Luego se desproteinizé con acido tricarboxilico 10% frio y
centrifugado a 20,000 g durante 15 min. Para la medicion de glutation reducido, 10 pl
de sobrenadante fue incubado con 10 pl de solucion optaldehido-etanol (1 mg/ml) y 180
pl de buffer fosfato (100 mM fosfato sodico, 5 mM EDTA-Na2, pH 8.0) durante 20
minutos a temperatura ambiente. Luego se midi6 la fluorescencia de las muestras a 350
nm de excitacion y 420 nm de emision en un lector de fluorimetria (Bio-Tek
Instruments, Inc., Winooski, USA). Para la medicion de glutation oxidado, alicuotas de
200 pl de sobrenadante fueron pre-incubados con 80 pl de solucion N-etilmaleimida (5
mg/ml en agua destilada) durante 40 minutos a temperatura ambiente y luego
alcalinizado con 720 pl NaOH 0.1N. Luego alicuotas de 30 pl fueron incubadas con 10
pl de solucion optaldehido y 160 pl de NaOH 0.1 N durante 25 minutos a temperatura
ambiente. La fluorescencia fue luego medida en las mismas condiciones de excitacion y
emision. Las concentraciones de GSH y GSSG fueron calculadas de acuerdo a curvas
previamente preparadas. Los niveles fueron expresados en pmol/g de hemoglobina, para
lo cual la hemoglobina fue determinada por espectrofotometria con el reactivo Drabkin.

5. Determinacion de las actividades de glutation peroxidasa y reductasa en
hematies.

Para medir la actividad de glutation peroxidasa, 10 pl de la muestra fue agregada a 240
pl de la solucion de trabajo que contiene tampon fosfato 100 mM pH 7.5, 4 mM azida
sodica, 60 mM GSH, 20 mM NADPH y 0.5 U/ml glutation reductasa. Después de la
incubacion a temperatura ambiente durante 5 minutos, la reaccion inicia agregando 10
pl de hidroperoxido cuménico (0.3%). La actividad de glutation peroxidasa fue
determinada siguiendo la oxidacion de NADPH durante 3 minutos a 340 nm en un
espectrofotometro de luz ultravioleta (Shimadzu Deutschland GmBH, Diusburg,
Germany (Griffith, 1999). Para medir la actividad de glutation reductasa, 35 pl de la
muestra fue agregado a 465 pl de la solucion de trabajo que contiene también el tampdn
fosfato 10 mM pH 7.5 y 2.5 mM GSSG (30 mg en 20 ml de tampdn fosfato). Después
de la incubacion durante 5 minutos a temperatura ambiente, la reaccion inicia agregando
8.5 pl de NADPH 12 mM. La actividad de glutation reductasa fue determinada durante
3 minutos a 340 nm en un espectrofotometro de luz ultravioleta UV-1603 Shimadzu.
Ambas actividades enzimaticas fueron expresadas en pumol NADP oxidado / min / g
hemoglobina.

6. Determinacion de la concentracion de melatonina en plasma.

La melatonina fue extraida agregando 1 ml de triclorometano a 500 pl de plasma. Esta
solucion es agitada durante un minuto a 1400 rpm, luego centrifugada durante un
minuto a 11000 rpm. Las proteinas y el sobrenadante son eliminados. La fase acuosa es
separada de la fase lipofilica con 500 pl de NaHCO3 50 mM pH 10.25. Estos
procedimientos se repiten dos veces mas. Finalmente, 500 pl de la muestra se colocan
en el concentrador (SpeedVac System) durante 33 minutos (presion de vacio 5.1). Los
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pellets son congelados a -80°C hasta el momento de la medicion. Se resuspende el pellet
con 100 pl de fosfato sodico 100 mM, 0.1 mM EDTA vy acetonitrilo 25%. Luego se
vierte 50 pl de esta fase movil en el tubo de HPLC. La lectura de los parametros para el
cromatografo liquido de alto rendimiento (Shimadzu HPLC) son: tasa de eflujo 1
ml/min, volumen de inyeccion 20 pl, Ex = 285 nm y Em = 345 nm. El tiempo de
retencion es 8.9 minutos. La columna usada de HPLC fue Waters Sunfire C18 tamaio 5
pm. Los niveles de melatonina se expresaron en pg/ml.

7. Determinacion de la concentracion de 6-sulfatoximelatonina en orina.

Se utilizé el kit ELISA BUHLMANN 6-SMT, Suiza. Las muestras de orina se
diluyeron 1:200. Después de pipetear 50 pl de la muestra diluida, se agregaron
consecutivamente 50 pl conjugado M6S-Biotin y 50 pl de antisuero a los pocillos y
fueron incubados durante tres horas a 4°C. Luego se lavo cuatro veces y se afiadio 100
pl de enzima marcada Estreptavidina-HRP y se procedié a la incubacion durante 30
minutos. Otros cuatro tiempos de lavado fueron realizados. Luego se agregd 100 pl del
sustrato tetrametilbenzidina a cada pocillo e incubado durante 15 minutos. Se agrego
100 pl de écido sulfurico 0.25 M y la lectura de absorbancia se realiz6 a 450 nm. Se
calcularon las concentraciones en escala logaritmica de acuerdo a la absorbancia neta
(B/Bo). Los niveles fueron expresados en ng/ml.

C. Campos de trabajo.

Los sujetos participantes pertenecen a diferentes sectores del ambiente deportivo. Los
seis voluntarios del estudio en la Vuelta de Andalucia 2008 son del Equipo Caja Sur. El
recorrido de esta competencia se desarrolld entre Marbella, Granada y Cordoba. Las
extracciones de sangre las realicé durante la competencia. Los diez voluntarios del
estudio de alcalinizacion durante las pruebas de Wingate son ciclistas andaluces. Sus
pruebas fisicas y extracciones de sangre se realizaron en un Laboratorio de Fisiologia
del Ejercicio de la Ciudad de Granada. Los veintinueve voluntarios del estudio de
entrenamiento con ayuda de la plataforma vibratoria son estudiantes de la Facultad de
Ciencias de la Actividad Fisica y Deporte de la Universidad de Granada. Las pruebas
fisicas y extracciones de sangre se realizaron en el Departamento de Fisiologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Granada. Los catorce voluntarios del estudio
de fatiga muscular pertenecen a equipos de lucha y balonmano de la Facultad de
Ciencias de la Actividad Fisica y Deporte de la Universidad de Granada. Las pruebas
fisicas se realizaron en el campus de la Facultad. Las extracciones de sangre las realicé
en el Centro de Investigacion Biomédica de la Universidad de Granada y también en el
campus de la Facultad. Los cinco sujetos del estudio de citrulina son ciclistas amateurs
que pertenecen al equipo Lizarte de Pamplona. Las extracciones de sangre las realicé
durante la competencia en Irudes. Todas las muestras extraidas las transporté en cadena
de frio (a -4°C) y las llevé en menos de doce horas al Instituto de Biotecnologia del
Centro de Investigacion Biomédica de la Universidad de Granada, donde las congelé a -
80°C hasta su procesamiento. Cada grupo de muestras las procesé separadamente con
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una duracion de hasta un mes para cada estudio. La duracion del procesamiento de todas
las muestras fue cinco meses.

D. Analisis de los datos.

Se utilizaron las medidas convencionales de tendencia central y dispersion de la
estadistica descriptiva para la presentacion de los resultados y la estadistica inferencial
para el analisis de los datos mediante los programas GraphPad Software Inc. Version
3.05, 32 bit para Win 95/NT y Slide Write plus para Windows Version 7.0. Se utilizaron
pruebas t para la comparacion de medias de dos grupos y andlisis de regresion lineal
para la asociacion de dos variables.
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RESULTADOS

A continuacion presento los resultados encontrados en esta investigacion en el siguiente
orden:

A. Resultados del estudio observacional de estrés oxidativo, defensa primaria
antioxidante, perfil metabolico, dafio muscular, respuesta de -citoquinas,
melatonina plasmatica y su metabolito en orina durante competicion de ciclismo
profesional (Vuelta Andalucia 2008).

B. Resultados del estudio experimental de alcalinizacion inducida, peroxidacion
lipidica, respuesta de citoquina y melatonina plasmatica en ciclistas
profesionales durante repeticion de prueba Wingate.

C. Resultados del estudio experimental de estrés oxidativo, dafio muscular, perfil
metabolico y respuesta de citoquina en estudiantes universitarios durante
entrenamiento de fuerza/resistencia con ayuda de plataforma vibratoria.

D. Resultados del estudio pre-experimental de respuesta de citoquinas y cortisol
durante una prueba de fatiga muscular en luchadores y jugadores de balonmano.

E. Resultados del estudio pre-experimental de estrés oxidativo, respuesta de
cortisol y citoquina en ciclistas amateurs que ingirieron malato de citrulina
durante los primeros tres dias de competicion (Vuelta Bidasoa 2008).

A. Resultados del estudio observacional del estrés oxidativo, defensa primaria
antioxidante, perfil metabdlico, dafio muscular, respuesta de citoquinas,
melatonina plasmaética y su metabolito en orina durante competicion de
ciclismo profesional (Vuelta Andalucia 2008).

A.1. Analisis bioquimico: perfil metabdlico y dano muscular (Cuadro No. 5).

Las concentraciones plasmaticas de sodio y cloruro aumentaron significativamente
después de la competicion ciclista de cuatro dias de duracion (de 126.0 = 3.4 a 143.3 +
3.5 mEq/L y de 89.6 £ 2.8 a 102.5 + 2.2 mEq/L respectivamente, p<0.005). La
concentracion de urea también aumento significativamente (de 47.5 + 2.3 a 61.8 + 3.5
mg/dl, p<0.005). No cambiaron los niveles de acido urico ni glicemia en ayuno. Hubo
incrementos sustanciales en las transaminasas (GOT de 34.5 £ 6.1 a 54.6 + 4.6 U/L,
p<0.05 y GPT de 23.3 + 3.4 a 39.0 £ 2.6 U/L, p<0.05) y en la mioglobina (de 63.5
+14.5 a 107.5 £ 11.9 ng/ml, p<0.05). Los incrementos en CK y LDH no fueron
significativos. El perfil lipidico demostré muy bajo riesgo cardiovascular en los sujetos.
El colesterol-HDL aument6 significativamente de 58.0 £ 2.6 a 73.9 = 2.0 mg/dl

53



(p<0.0005). Aunque no significativo, se noté un descenso en la concentracion
plasmatica de triglicéridos.

A.2. Estrés oxidativo y defensa primaria antioxidante.

La peroxidacion lipidica plasmatica aument6 después de la competicion ciclista de 9.86
+ 0.92 a 13.04 £ 1.36 nmol/ml (p=0.06) (Figura 1). Aunque los contenidos de GSH y
GSSG en hematies no variaron significativamente (Figura 2), se notd6 un incremento
leve en el indice redox (GSSG/GSH de 0.15 + 0.01 a 0.17 = 0.01) (Figura 3). En
cambio, la actividad de glutation peroxidasa aumentd significativamente de 24.95 +
3.61 a2 59.06 + 14.11 pmol/min-gHb (p<0.05) (Figura 4). De igual manera, la actividad
de glutation reductasa aument6 significativamente de 2.92 + 0.17 a 3.20 = 0.19
pmol/min-gHb (p<0.05) (Figura 5). Se observo una respuesta aguda de la melatonina a
los episodios de ejercicio. La melatonina plasmatica aumentd después del ejercicio
extenuante de 3.11 = 0.28 a 6.33 £ 1.12 pg/ml, p<0.05) (Figura 6). Aunque no fue
significativo, se observd un incremento en la concentracion urinaria de 6-
sulfatoximelatonina después de la competencia ciclista de 10.51 + 2.24 a 13.03 + 2.74
ng/ml (Figura 7).

A.3. Respuesta de citoquinas al ejercicio intenso prolongado.

IL-6 y TNF-a se elevaron significativamente después del ejercicio intenso y prolongado
(de 092 + 0.28 a 2.92 £ 0.57 pg/ml y de 5.14 = 198 a 11.87 £ 2.43 pg/ml
respectivamente, p<0.05). IL-1 no se incrementé significativamente (de 1.44 £+ 0.90 a
3.04 £ 0.93 pg/ml) (Figura 8).

B. Resultados del estudio experimental de alcalinizacion inducida,
peroxidacion lipidica, respuesta de citoquina y melatonina plasmatica en
ciclistas profesionales durante repeticién de prueba Wingate.

B.1. Peroxidacion lipidica en plasma.

En ambos dias se demostraron en el grupo bicarbonato y en el grupo placebo,
incrementos en la peroxidacion lipidica después de tres pruebas Wingate consecutivas.
En el primer dia, la peroxidacion lipidica aument6 en el grupo placebo de 8.02 = 1.04 a
11.15 £ 1.46 nmol/ml y en el grupo bicarbonato de 12.02 + 1.28 a 15.33 = 1.36
nmol/ml. En el segundo dia, la peroxidacion lipidica aumenté significativamente en el
grupo placebo, de 9.23 £ 0.82 a 13.63 £ 1.19 nmol/ml (p<0.05). Aunque no
significativo, el incremento de la peroxidacion lipidica también fue detectado el
segundo dia en el grupo bicarbonato, de 8.14 + 0.82 a 11.32 £ 1.02 nmol/ml (Figura 9).

B.2. Respuesta de citoquinas el ejercicio intenso agudo.
o [L-6:
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Todos los sujetos de ambos grupos tuvieron niveles plasmaticos de IL-6 por encima de
los limites usuales respecto a personas no entrenadas antes de iniciar las pruebas, lo cual
es reflejo del entrenamiento intenso en el que estaban sometidos los sujetos
inmediatamente antes del estudio (para los grupos placebo y bicarbonato resultd
respectivamente 19.68 = 3.63 y 16.94 + 2.72 pg/ml). En ambos grupos, IL-6 aumento
después de las pruebas Wingate del primer dia asi: de 18.82 £3.10 a 26.7 £ 3.42 y de
17.76 £ 2.51 2 22.98 + 2.63 pg/ml en los grupos placebo y bicarbonato respectivamente
(Figura 10). Otra vez, la elevacion de IL-6 fue significativa en el segundo dia en el
grupo placebo (de 22.74 + 1.35 a 31.52 £+ 1.45 pg/ml, p<0.05). Aunque no significativa,
el incremento de IL-6 también fue observado el segundo dia en el grupo bicarbonato (de
31.58 £3.43 2a37.14 £ 3.36 pg/ml) (Figura 11).

e TNF-o:

A diferencia de lo que fue observado en el nivel basal de IL-6, el nivel basal de TNF-a
fue normal en los dos grupos (placebo y bicarbonato, 4.46 £ 1.60 y 3.35 + 0.97 pg/ml
respectivamente). En ambos grupos se elevd TNF-a después de las pruebas Wingate en
el primer dia (de 4.35 £ 1.71 a 8.85 £ 2.05 y de 4.22 = 1.37 a 7.35 + 2.35 pg/ml,
respectivamente) (Figura 12). Una vez maés, una elevacion significativa de TNF-a fue
observada el segundo dia en el grupo placebo (de 3.21 = 0.98 a 6.97 £ 1.14 pg/ml,
p<0.05). TNF-a se elevé de manera no significativa el segundo dia en el grupo
bicarbonato, de 4.52 + 1.03 a 7.65 + 1.54 pg/ml (Figura 13).

o IL-1B:

Las concentraciones basales de IL-1B se encontraron dentro de los limites bajos
normales (respectivamente en los grupos placebo y bicarbonato (0.80 = 0.22 y 0.83 +
0.22 pg/ml). En ambos grupos, las tres pruebas Wingate consecutivas cada dia elevaron
el nivel plasmatico de IL-1P. Para el primer dia, la elevacion resulto respectivamente
para el grupo placebo y el grupo bicarbonato asi: de 0.98 £ 0.23 a 1.66 + 0.31 y de 1.29
+ 0.50 a 1.72 + 0.18 pg/ml (Figura 14). En el segundo dia, también hubo elevacion
significativa (p<0.05) en el grupo placebo, de 0.62 = 0.19 a 1.87 + 0.33 pg/ml. Sin
embargo, la elevacion de IL-1f en el grupo bicarbonato no fue significativa (de 0.69 +
0.22 2 1.93 £ 0.66 pg/ml) (Figura 15).

B.3. Asociacion encontrada entre las concentraciones plasmaticas de hidrogeniones e
interleucina-6.

Mediante el modelo de regresion lineal se observo una asociacion muy significativa
(p<0.0001, r=0.9567, r cuadrado = 0.9154) entre las concentraciones plasmaticas de
hidrogeniones ¢ IL-6 durante el estado acidotico de las pruebas Wingate y después de
las mismas. La ecuacion estimada fue y = -5.76 + 0.45*x (Figura 16).

B.4. Determinacion de melatonina en plasma.
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Aunque de manera no significativa, se observo en la muestra total de los diez sujetos un
incremento en el nivel plasmatico matutino de melatonina después de las tres pruebas
Wingate consecutivas (de 2.06 £ 0.33 a 2.53 + 0.40 pg/ml) (Figura 17).

C. Resultados del estudio experimental de estrés oxidativo, dafio muscular,
perfil metabdlico y respuesta de citoquina durante entrenamiento de
fuerza/resistencia con ayuda de plataforma vibratoria en estudiantes
universitarios.

C.1. Analisis bioquimico: Perfil metabolico y dafio muscular. Cuadro No. 6.

Hubo un descenso significativo de la glicemia en el grupo ECF (de 93.0 a 78.1 mg/dl,
p<0.005). Aunque no significante, también hubo un descenso de la glicemia en el grupo
WBV (de 94.7 a 84.7 mg/dl). Estos resultados sugieren que ocho semanas de
entrenamiento de fuerza y resistencia mejoran la resistencia a la insulina y la captacion
celular de glucosa. No hubo variaciones en los niveles plasmaticos de urea, creatinina
ni acido urico. Es posible que ocurriera redistribucion compartamental de liquidos
durante el entrenamiento, como lo evidencian las elevaciones en las concentraciones
plasmaticas de sodio y cloruro en la quinta semana y sus descensos después del
entrenamiento. La hemodilucion relativa que finalmente ocurre se debe principalmente
al aumento adaptativo en el volumen plasmatico inducido por el entrenamiento. El perfil
lipidico mostrd un bajo riesgo cardiovascular en ambos grupos.

Hubo un aumento no significativo de creatina kinasa en plasma en el grupo ECF, el cual
no resultoé en el grupo WBV (de 288.7 a 385.5 y de 233.7 a 238.2 U/L respectivamente).
Los niveles disminuyeron en ambos grupos después del entrenamiento. Aunque no hubo
cambios en los niveles plasmaticos de la mioglobina, lactato deshidrogenasa ni
transaminasas, el analisis de regresion lineal indicd que la concentracion plasmatica de
mioglobina esta directamente relacionada con la concentracion plasmatica de creatina
kinasa (r = 0.6758, p<0.0001). Se propone la siguiente ecuacion para la relacion
mencionada: y = 24.508+0.06123x. (Figura 18).

Estos resultados indicaron que no hubo dafio muscular sustancial asociado al
entrenamiento, pero es posible que la vibracion ayude a mantener la integridad
funcional muscular, tal como lo sugirid el menor incremento de creatina kinasa en el
grupo WBYV que recibid entrenamiento con modificaciones de la plataforma vibratoria.

C.2. Estrés oxidativo y nitrosativo.

En relacion con los marcadores de estrés, se encontraron en ambos grupos, elevaciones
plasmaticas en estado de reposo de los metabolitos de peroxidacion lipidica y también
las concentraciones plasmaticas de nitritos en la quinta semana de entrenamiento. En el
grupo ECF, la peroxidacion lipidica aument6 de 7.67 a 9.34 nmol/l y en el grupo WBV,
de 8.56 a 9.59 nmol/L. En cambio, se detectaron descensos de la peroxidacion lipidica
en reposo en ambos grupos después de las ocho semanas de entrenamiento (7.33 y 6.29
nmol/l respectivamente), siendo significativo el descenso solamente en el grupo WBV
(Figura 19).
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Los nitritos plasmaticos en reposo aumentaron significativamente de 24.01 a 28.33
nmol/l en la quinta semana (p<0.005) y luego disminuyeron a 22.26 nmol/l después del
entrenamiento (p<0.0005). El mismo patron fue observado por separado en ambos
grupos entrenados (Figura 20).

C.3. Respuesta de citoquinas al entrenamiento.

IL-6, TNF-a e IL-1f fueron medidas en reposo para conocer la respuesta de citoquinas
al entrenamiento de fuerza y resistencia. Se observaron incrementos progresivos de las
concentraciones plasmaticas de las tres citoquinas en ambos grupos durante el
entrenamiento. En el grupo ECF, IL-6 aument6 de 24.03 a 29.53 pg/ml en la quinta
semana y a 36.70 pg/ml en la novena semana. De manera significativa, en el grupo
WBYV hubo menor concentraciéon de IL-6 antes de entrenamiento (10.32 pg/ml); sin
embargo, en este grupo también hubo incremento de IL-6 durante la quinta y novena
semana, aunque en menor magnitud (respectivamente 12.42 y 12.57 pg/ml). Figura 21.

Las concentraciones plasmaticas de TNF-a e IL-1B significativamente aumentaron
durante el entrenamiento. Las concentraciones de TNF-o duplicaron en la quinta
semana y quintuplicaron en la novena semana en el grupo ECF. Incrementos similares
ocurrieron en el grupo WBV. En términos generales, pude observar una marcada
respuesta pro-inflamatoria de citoquinas en el grupo ECF, aunque no tan marcada en el
grupo WBYV, tal como se evidencid el incremento de TNF-a en ambos grupos (Figura
22). En cambio, la elevacion de IL-1P solamente fue significativa en el grupo ECF
(p<0.005). Figura 23.

D. Resultados del estudio pre-experimental de la respuesta de citoquinas y
cortisol durante una prueba de fatiga muscular en luchadores y jugadores
de balonmano.

D.1. Respuesta de citoquinas. Figuras 24, 25 y 26.

Hubo un incremento significativo de las concentraciones sanguineas de IL-6, TNF-« e
IL-1PB en luchadores y jugadores de balonmano después de la prueba de fatiga muscular
ocasionado por el levantamiento repetido de pesas. En luchadores, el incremento de IL-
6, TNF-a e IL-1P ocurri6 asi respectivamente: de 4.63 + 1.25 a 19.03 + 6.26 pg/ml
(p<0.05), de 2.34 £ 0.44 a 26.03 + 4.53 pg/ml (p<0.0005) y de 0.34 + 0.08 2 2.76 + 0.44
pg/ml (p<0.0005). En jugadores de balonmano, el incremento de IL-6, TNF-o e IL-1[3
ocurrio asi respectivamente: de 5.81 £ 1.03 a 25.86 + 8.29 pg/ml (p<0.05), de 6.86 +
1.21 a31.85 = 6.00 pg/ml (p<0.005) y de 0.47 + 0.08 a 5.66 = 0.79 pg/ml (p<0.0005).

Pude apreciar en la muestra total de este estudio, que el mayor incremento de la
concentraciéon sanguinea de citoquina como consecuencia de la prueba de fatiga
muscular, correspondié a IL-1f (9x), seguido de TNF-a (6.1x) ¢ IL-6 (3.2x). Estos
incrementos fueron mas acentuados en los jugadores de balonmano que en los
luchadores.

D.2. Respuesta de cortisol. Figura 27.
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Se compararon los niveles plasmaticos de cortisol antes y después del ejercicio fisico
extenuante en los luchadores (n=9) y jugadores de balonmano (n=5). Tal como
mencioné con anterioridad en la metodologia, el ejercicio extenuante de luchadores y
jugadores de balonmano consistio en la prueba de fatiga muscular mediante las series
prolongadas de repeticidon maxima en el squat y prensa de banca.

Sin embargo, el aumento del cortisol después de la prueba de fatiga en luchadores y
jugadores de balonmano no fue significativo: respectivamente de 16.8 + 1.7 pg/dl a 21.1
+ 1.6 pg/dly de 18.8 £2.2 pg/dl a 23.0 + 1.7 pg/dL.

E. Resultados del estudio pre-experimental del perfil metabdlico, dafio
muscular, estrés oxidativo, respuesta de cortisol y citoquina en ciclistas
amateurs que ingirieron malato de citrulina durante los primeros tres dias
de competicion (Vuelta al Bidasoa 2008).

E.1. Analisis bioquimico: perfil metabdlico y dafio muscular. Cuadro No. 7.

No hubo variacion en el nivel de glicemia ni en las transaminasas en cada etapa ni en el
transcurso de la competencia. Se observo un incremento de lactato deshidrogenasa,
especialmente en la primera etapa, de 222.0 £ 21.6 a 314.0 + 25.4 U/L (p<0.05). Hubo
un aumento significativo de la creatina kinasa al finalizar la competencia: de 94.4 = 17.1
U/L al inicio de la competencia se elevo a 186.2 + 25.7 U/L al final de la misma
(p<0.05). Hubo incrementos significativos de mioglobina sérica en cada etapa: etapa
uno, de 29.0 £2.7 2 92.0 £ 12.8 U/L (p<0.005); etapa dos, de 41.2 £3.5 + 109.0 + 20.1
U/L (p<0.05) y etapa tres, de 39.4 = 3.8 a 86.2 £ 16.8 U/L (p<0.05). No hubo
variaciones en el perfil lipidico de colesterol total, triglicérido ni colesterol-HDL.

E.2. Estrés oxidativo: peroxidacion lipidica y formacion de nitritos plasmaticos. Figuras
28y 29.

Los niveles plasmaticos de malonaldehido y 4-hidroxialquenales se elevaron
diariamente después de cada etapa de la competencia ciclista: en el primer dia de 3.7 +
0.32 a 7.58 = 4.08 nmol/ml (p=0.057), en el segundo dia de 4.02 £ 0.74 a 8.12 = 1.44
nmol/ml (p<0.05) y en el tercer dia de 4.49 £ 0.65 a 9.07 £ 0.93 nmol/ml (p<0.005). De
igual manera, los niveles plasmaticos de nitritos se elevaron diariamente después de
cada etapa de la competencia ciclista: en el primer dia de 25.94 + 0.96 a 36.61 £ 4.08
nmol/ml (p<0.05), en el segundo dia de 27.42 + 1.36 a 37.22 + 3.20 nmol/ml (p<0.05) y
en el tercer dia de 27.67 = 0.99 a 37.29 + 1.42 nmol/ml (p<<0.0005).

Hubo una tendencia diaria al incremento, aunque de manera no significativa, de las
concentraciones basales (antes de cada etapa) de los metabolitos de peroxidacion
lipidica (MDA y 4-HDA): etapa uno (3.7 £ 0.32 nmol/ml), etapa dos (4.02 + 0.74
nmol/ml) y etapa tres (4.49 + 0.65 nmol/ml).

El mismo fenémeno fue observado de manera no significativa en el comportamiento de
la peroxidacion lipidica post-ejercicio en el transcurso de las etapas: etapa uno (7.58 +
1.72 nmol/ml), etapa dos (8.12 + 1.44 nmol/ml) y etapa tres (9.07 + 0.93 nmol/ml). Sin
embargo, esta tendencia no fue evidente en las concentraciones basales de nitritos
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plasmaticos: etapa uno (25.94 + 0.96 nmol/ml), etapa dos (27.42 + 1.36 nmol/ml) y
etapa tres (27.67 = 0.99 nmol/ml).

Tampoco se notd tendencia de incremento de la nitrosacion post-gjercicio durante el
transcurso de las etapas: etapa uno (36.61 £+ 4.08 nmol/ml), etapa dos (37.22 + 3.20
nmol/ml) y etapa tres (37.29 £ 1.42 nmol/ml).

E.3. Respuesta de citoquinas pro-inflamatorias. Figura 30.

Ademas, hubo incremento no significativo de las citoquinas IL-6, TNF-a ¢ IL-1f3
después de la competencia ciclista en los sujetos de estudio que ingirieron malato de
citrulina. Las concentraciones de IL-6 antes y después de la competencia fueron
respectivamente las siguientes: 8.72 +3.09 y 9.95 £+ 4.06 pg/ml. Las concentraciones de
TNF-a antes y después de la competencia fueron respectivamente las siguientes: 1.70 £
1.16 y 6.46 + 3.71 pg/ml. Las concentraciones de IL-1p antes y después de la
competencia fueron respectivamente las siguientes: 0.36 = 0.10 y 0.40 + 0.15 pg/ml.

E.4. Respuesta de cortisol al estrés de ejercicio extenuante. Figura 27.

El ejercicio extenuante valorado de los ciclistas amateurs fue la competicion de la
Vuelta al Bidasoa en los primeros tres dias. Hubo aumento significativo del cortisol
después de la competencia de ciclismo: de 11.1 £ 1.0 pg/dl a 19.7 £ 1.0 pg/dl
(p<0.0005).
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DISCUSION

A. Del estudio observacional de estrés oxidativo, defensa primaria
antioxidante, perfil metabdlico, dafio muscular, respuesta de citoquinas,
melatonina plasmaética y su metabolito en orina durante competicion de
ciclismo profesional (Vuelta Andalucia 2008).

La diuresis disminuyé aunque de manera no significativa después de la competicion (de
3.13 £ 0.22 a 2.91 + 0.18 ml/min), lo cual sugiere la ocurrencia de pérdida relativa de
agua. El descenso de la diuresis ayuda a corregir la hipertonicidad plasmatica en
relacion con la hipernatremia y la azotemia. La elevacion de urea en plasma también se
puede deber a que el ejercicio prolongado indujo oxidacion de proteina. Hay evidencia
previa que sugiere la participacion del rapido descenso en el volumen plasmatico y el
estrés quimico por la pérdida de agua en los hematies durante el ejercicio intenso y
prolongado (Petiboisa, 2005).

El urato es un producto del metablismo de purina y se ha sugerido que desempefia un
rol antioxidante. El ejercicio extenuante induce un marcado incremento de urato en
plasma, debido al aumento en la degradacion de nucledtidos de adenina. Ademas,
durante el ejercicio intenso, hay mayor conversion de xantina en acido urico debido a la
xantina oxidasa que bajo la accion de xantina deshidrogenasa. La xantina oxidasa usa la
molécula de oxigeno como un aceptor de electrones, generando el anién superdxido
como producto terminal, lo cual contribuye con el estrés oxidativo durante el ejercicio
(Hellsten 2000 and Aguilé 2007). La elevacion de urato en plasma fue observada con
anterioridad durante el Tour de Ciclismo en Espafia 2001, en asociaciéon con los
cambios observados en las actividades enzimaticas antioxidantes de los hematies. En el
presente estudio, no se observo variacion en el nivel de &cido turico en plasma. La
modalidad y duracion de la competencia deportiva, asi como la cantidad y calidad de
antioxidantes de la dieta influyen también en el nivel de participacion de las
interacciones de los antioxidantes del sistema de defensa enddégena en funcion de la
progresion de las cargas fisicas acumuladas.

En relaciéon con el perfil lipoproteico, reafirmamos en el estudio de la Vuelta de
Andalucia un aumento significativo en el colesterol-HDL. Tanto el ejercicio aerdbico
como el anaerdbico son capaces de alterar el perfil de lipoproteinas y aumentar
colesterol-HDL circulante (Aellen et al 1993). HDL protege al organismo de los dafios
oxidativos de LDL (Kontush et al 2003). Ademas, se demostraron cambios adaptativos
en la capacidad protectora HDL sobre LDL en el ejercicio cronico debido a la induccion
de enzimas antioxidantes asociadas a HDL (Brites et al 2006).

El ejercicio intenso induce la generacion adicional de radicales libres. Este incremento

ocasiona un aumento en la peroxidacion lipidica. La posibilidad de que ocurran

desajustes en el sistema de defensa antioxidante enzimatico y no enzimatico dependen
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del estado previo de entrenamiento (Clarkson y Thompson, 2000). Los ejercicios
lactacidémicos ejercen una influencia importante en la peroxidacion lipidica debido a la
inhibicion del sistema de defensa antioxidante en el hematie (Oostenbrug 1997).

Hubo un 32% de incremento en la peroxidacion lipidica de los sujetos de estudio en la
vuelta ciclista. Este estudio sugiere que los ciclistas evaluados poseen un eficiente
sistema regulador de la homeostasis de glutation, ya que solamente fue observado 13%
de incremento en el indice GSSG/GSH; acompafiado de 136% incremento en la
actividad de glutation peroxidasa, 9.5% incremento en la actividad de glutation
reductasa y 203% incremento en la melatonina plasmatica. Previamente se habia
demostrado que la melatonina mantiene la homeostasis de GSH en mitocondrias
aisladas mediante un mecanismo independiente de sus propiedades depuradoras de
radicales libres (Martin et al 2000a).

El estudio de la Vuelta de Andalucia demostré elevacion significativa de melatonina en
plasma después de ejercicio extenuante, lo cual sugiere su participacion en la regulacion
de glutation. Ademads, la elevacion de melatonina plasmatica se acompafio de un
incremento en la concentracion urinaria de 6-sulfatoximelatonina después de la
competencia. Este resultado apoya la relacion directa previamente descrita entre la
melatonina plasmatica y su metabolito 6-sulfatoximelatonina urinaria (Bojkowski et al
1987, Markey et al 1985).

El glutation reducido (GSH) es uno de los mas importantes antioxidantes corporales,
por lo tanto se ha identificado como un marcador critico de estrés oxidativo. Es una
molécula tidlica no proteica, lo que la hace un agente bioquimico versatil que sirve para
una variedad de funciones bioldgicas normales, incluyendo el transporte de
aminodcidos, la sintesis de proteina y DNA, para la regulacion de la actividad
enzimatica y la respuesta inmune. Siendo el higado el principal sitio de detoxificacion,
¢éste contiene eficientes mecanismos de defensa antioxidante para la depuracion de
especies reactivas. GSH endogeno juega un importante rol en la depuracion de radicales
libres, detoxificacion de drogas y quimicos en el higado. La deplecion de GSH hepatico
es un factor gatillo para la iniciacién de la peroxidacion lipidica durante el ejercicio
intenso. Los eritrocitos son mas vulnerables al dafio oxidativo durante el ejercicio
intenso debido a la exposicion continua al flujo elevado de oxigeno, alta concentracion
de acidos grasos poli-insaturados y el hierro del grupo hemo (Smith et al, 1991).

En los atletas entrenados de resistencia, ha sido reportado un 30% de descenso en GSH
después del ejercicio ciclista que alcanza el consumo méaximo de oxigeno (VO2max).
En estos individuos también se ha detectado 13% de descenso en GSH después de un
ejercicio ciclista estacionario a 60% VO2max. El aumento de GSSG eritrocitario
después de la etapa ciclista ocurre paralelamente al aumento de la actividad de glutation
reductasa en hematie, la enzima que reduce GSSG a GSH usando equivalentes
reductores de NADPH. Casi todo el glutation sanguineo proviene del contenido celular,
principalmente de los eritrocitos (Aguilo et al 2005).

Debe considerarse entonces que cuando la alta produccion de radicales de oxigeno
excede la capacidad de detoxificacion de las enzimas antioxidantes, ocurre un cambio
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en el estado redox intracelular y modificaciones de los centros cataliticos de enzimas
antioxidantes. Ambas situaciones estan asociadas con inhibicion enzimatica. Entre las
enzimas antioxidantes en el musculo esquelético, la actividad de superdxido dismutasa
consistentemente se eleva con el entrenamiento fisico de una manera dependiente de la
intensidad. La actividad de glutation peroxidasa incrementa con el entrenamiento de
resistencia. Por otro lado, el efecto del entrenamiento en la actividad de catalasa ha sido
inconsistente y controversial. El tipo de fibra muscular es un importante factor
determinante de que el entrenamiento pueda influenciar la actividad de las enzimas
antioxidantes. Los tipos de fibras musculares tienen patrones particulares de
reclutamiento y variable capacidad intrinseca antioxidante (Li, 2008). La produccion de
radicales libres que acompaiia el consumo de oxigeno acentuado promueve la induccion
de la actividad de glutation peroxidasa, lo cual explica el descenso post-ejercicio de
GSH, seguido de una inactivacion enzimatica como consecuencia de la actividad de los
radicales libres (Elosua et al 2003). El incremento en las actividades de catalasa y
glutation peroxidasa barren las elevaciones de peroxido de hidrégeno, mientras que la
regulacion al alza de SOD reduce la posibilidad de formacion de radical hidroxilo
mediante la reaccion Haber-Weise. GSH no solamente provee con sustrato a la glutation
peroxidasa para la modulacion de la concentracion celular de hidroperdxido, sino que
también modula el estado redox intracelular. Cuando la razon GSH/GSSG disminuye,
los tioles localizados en los sitios activos de las enzimas claves pueden ser oxidados
para formar puentes disulfuro intra y entre proteinas (Li, 2007).

Las enzimas antioxidantes ayudan a prevenir la peroxidacion lipidica y la disfuncion
proteica durante el estrés oxidativo y nitrosativo asociado con el ejercicio y la isquemia
por reperfusion, mientras que la proteina de golpe de calor 72 (HSP 72) ayuda en la
recuperacion subsecuente mediante la promocion de la restauracion de la enzima
disfuncionante y evitando la agregacion de proteinas severamente denaturalizadas
(Latchman, 2001). Juntos, los mecanismos protectores de HSP72 y los antioxidantes
endogenos complementan acciones contra los radicales libres (Starnes and Taylor,
2007).

La actividad de glutation reductasa controla los niveles endoégenos de GSH, por lo tanto
regula el mantenimiento de GSH durante el entrenamiento fisico. En el estudio de la
Vuelta de Andalucia, se demostrd claramente la eficiencia de la regulacion de glutation
en ciclistas de elite, ya que la actividad de glutation reductasa se elevo
significativamente. El aumento en los niveles de glutation reductasa también fue
observado en el musculo esquelético de ratas expuestas a ejercicio extenuante (Lew &
Quintanilha 1991 y Ji et al 1992). Para depurar las especies reactivas generadas durante
el ejercicio, la produccion de glutation se eleva para mantener el nivel de glutation
reducido en el higado de rata. Se reportd que el ejercicio de resistencia aumenta la
actividad de glutation reductasa en el musculo esquelético de rata (Ji et al 1992). En
otros casos, la actividad de glutation reductasa disminuye cuando existe poca
disponibilidad de NADPH.

El estudio de la Vuelta ciclista de Andalucia demostr6 incremento sanguineo de
citoquinas pro-inflamatorias en respuesta a cuatro dias de ejercicio extenuante. Hubo
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incremento de IL-6 en 217%, incremento de TNF-a en 159% e incremento de IL-1§ en
111%. Sin embargo, la magnitud del incremento de citoquinas en plasma en este estudio
fue menor que la de otros estudios, los cuales reportaron incrementos de IL-6 en 19x
(Steensberg et al 2000) y 63x (Ostrowski 1998). En estos estudios, las respuestas
marcadas de IL-6 también fueron medidas después de episodios prolongados de
gjercicio extenuante, por ejemplo en extension dinamica de una pierna durante cinco
horas (Steensberg et al 2000) y en carrera de maraton de dos horas (Ostrowski et al,
1998).

Como se ha citado, tuvo lugar una elevacion significativa de melatonina en respuesta al
episodio intenso de ejercicio prolongado. Este resultado se puede explicar por la
estimulacion noradrenérgica de la glandula pineal. Ya que melatonina es un depurador
directo de las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno y contribuye con la homeostasis
de glutation, tedricamente puede consumirse durante las competencias extenuantes de
ciclismo prolongado. Se puede esperar también la reposicion de los depositos mediante
la regulacion al alza de la sintesis pineal y extrapineal. Reportes previos argumentaron
esta posibilidad (Lucia et al, 2001). Otras evidencias anteriores fueron demostradas
mediante la elevacion aguda de 6-sulfatoximelatonina en orina inmediatamente después
de cada dia de competencia de ciclismo profesional y en la atenuacioén consecutiva de
las concentraciones basales después de cada semana en el Tour de Ciclismo Espafiol
2001. Es maés, la produccion de melatonina puede aumentar mediante estresores de baja
intensidad tales como la restriccion dietética en ratas y el ejercicio en humanos (Tan et
al, 2007).

Aun falta discutir las implicaciones del estrés oxidativo generado por el ejercicio
intenso y prolongado en los niveles circulantes de melatonina y en las inducciones de
las enzimas antioxidantes. Por ejemplo, el peroxido de hidrégeno puede estimular la
expresion de enzimas antioxidantes, proteinas inmunoactivas tales como citoquinas,
quemoquinas y factores transcripcionales. Entre las posibles vias involucradas figuran el
factor nuclear (NF) kB, la proteina kinasa activada por mitogeno (MAPK), la via de
fosfoinositido 3-kinasa (PI3K)/Akt, la activacion p53 y la respuesta de golpe de calor
(Allen y Tresini, 2000). El mecanismo molecular de los radicales libres para la
induccion enzimatica subyace principalmente en las interacciones de las secuencias de
los genes reguladores de los genes antioxidantes, usualmente pero no siempre, en la
region promotora y en los factores transcripcionales (TF, también conocidos como
proteinas ligadoras de DNA) (Li 2007). ERK1/2 rapidamente es activado en los
modelos de ratas y ratones ejercitados (Nader et al, 2001), como también en el musculo
esquelético de humanos entrenados y no entrenados después de prueba aguda de
ciclismo submaximo (Yu et al, 2003) y el ejercicio de carrera de maraton (Yu et al,
2001). El ejercicio de resistencia y fuerza aumentan la fosforilacion de ERK1/2 (Kramer
et al, 2007).

Mis resultados confirmaron la hipdtesis de trabajo en relacion con los cambios
adaptativos en la defensa antioxidante de ciclistas profesionales expuestos a ejercicio
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fisico intenso prolongado. En estos sujetos no ocurrieron modificaciones sustanciales en
el estado redox ni en las concentraciones de glutation reducido y oxidado en los
hematies debido a que su condicion atlética les confiere una fina regulacion de la
homeostasis de glutation durante el esfuerzo intenso. La evidencia presentada sobre esta
regulacion se refiere a que en la competicion de cuatro dias, aumenté marcadamente las
actividades de la glutation peroxidasa y reductasa, la melatonina en sangre y su
metabolito en orina.

Por otro lado, es importante considerar el tiempo de coleccion de la muestra de sangre
para evaluar la magnitud del estrés oxidativo, el dafio muscular y la inflamacion.
Steinberg (2007) encontré niveles elevados de citoquinas pro-inflamatorias antes del
aumento de MDA y 4-HDA. Este hallazgo concuerda con las observaciones de Suzuki y
col (1999), quienes midieron un incremento significativo en la concentracion plasmatica
de IL-6 en el minuto 30 de un ejercicio ciclista de carga constante de 90 minutos de
duracion; mientras que la produccion de radicales libres medida por
quimioluminiscencia ocurrié a los 60 minutos. Debe enfatizarse que los niveles de
MDA y 4-HDA solamente son marcadores de peroxidacion de los lipidos de membrana,
consecutivo a la produccion intracelular de radicales libres y al consumo de GSH en los
hematies. Mas estudios se requieren para aclarar los mecanismos por los cuales el estrés
oxidativo inducido por el ejercicio promueven diferentes patrones de liberacion de
citoquinas e interacciones entre los componentes del sistema de defensa antioxidante.

B. Del estudio experimental de alcalinizacién inducida, peroxidacion lipidica,
respuesta de citoquina y melatonina plasmatica en ciclistas profesionales
durante repeticion de prueba Wingate.

En el estudio de la respuesta al ejercicio anaerobico de intensidad supramaxima hubo
evidencia de peroxidacion lipidica y un ligero incremento de la melatonina plasmatica,
posiblemente por estimulacion noradrenérgica de la glandula pineal y/o regulacion al
alza de la sintesis de melatonina, como se ha descrito anteriormente (Jaworek et al
2003). El ejercicio en humanos puede tener efectos rapidos y retardados en la secrecion
de melatonina, aparentemente es dependiente de la duracion del ejercicio (Diaz Lopez y
Colmenero). Ademas, en reposo el nivel de melatonina en plasma es mucho mas bajo a
las 1200 h que a las 0900 h en la mafana (Buxton et al 2003). Hay que tomar en cuenta
que en nuestro estudio, la medicion de melatonina antes del Wingate fue de las 0900 y
después de la prueba a las 1200 h. Aun asi, hubo un incremento de la concentracion en
sangre de melatonina con el Wingate. El consumo rapido de melatonina fue
previamente descrito durante la realizacion de ejercicio anaerobico extenuante (Tan et al
2007), ya que sirve como primera linea de defensa molecular contra el dafio oxidativo.
En su lugar, en el presente estudio se sugiere la estimulacion noradrenérgica pineal y el
aumento de la propia sintesis de melatonina. La produccion de melatonina inducida por
el estrés oxidativo puede ser un fendmeno universal que sucede en organismos
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unicelulares, plantas y animales, incluyendo humanos (Leon et al 2004). Los
mecanismos moleculares involucran la via AP-1 para la induccion del gen de la
hidroxiindol-O-metiltransferasa (Tan et al 2007 y Rodriguez et al 1994).

Se ha demostrado que la prueba Wingate estimula intensamente los sistemas ATP-
fosfocreatina y glicolisis (Smith y Hill, 1991) y por lo tanto activa el catabolismo
purinico (Starling et al 1996) y la produccion de acido lactico (Grainer et al 1995). La
prueba Wingate resulta en un mayor incremento en el nivel de catecolamina plasmatica
(Zouhal et al, 1998). Estas evidencias explican que el ejercicio anaerobico explosivo de
muy corta duracion promueve la acidosis metabolica y la fatiga muscular. Como
consecuencia, es razonable esperar que suceda estrés oxidativo y la respuesta de
citoquina pro-inflamatoria como consecuencia de la repeticion de la prueba Wingate, tal
como fue observada en el presente estudio. Varios argumentos han sido citados en
relacion con la fatiga muscular inducida por el ejercicio anaerobico. De acuerdo con
Gaitanos et al (1993), la declinacion de la potencia maxima durante el ejercicio
explosivo intermitente ocurre debido a la deplecion de sustrato energético y de la
acumulacion de metabolitos. Sin embargo, en su experimento no se demostré descenso
significativo de los niveles de fosfocreatina, glucogeno muscular ni ATP como
consecuencia de la contraccion muscular sostenida (St. Clair Gibson et al 2001).
Alternativamente, algunas investigaciones sugieren que la deplecion de sustrato
energético y la acumulacion de metabolitos contribuyen con la fatiga muscular como
una sefial aferente hacia el sistema nervioso central (Gandevia 1998; Lambert et al
2005; St Clair Gibson y Noakes 2004; St Clair Gibson et al 2001).

Es importante considerar que puede ocurrir un incremento notable del nivel de lactato
plasmatico post-ejercicio después de una alcalosis metabdlica provocada por
bicarbonato de sodio (Doudouros et al, 2006). Esta elevacion puede ser ocasionada por
la mayor entrada de lactato al torrente sanguineo debido al aumento en el gradiente de
lactato musculo : sangre. Stephens et al (2002) encontraron que la ingestion de
bicarbonato ocasiona leve alcalosis muscular, pero no tiene efecto en el metabolismo
muscular ni en rendimiento durante el ejercicio intenso en atletas entrenados. Ademas,
durante la acidosis metabdlica provocada por ejercicio, la administracion intravenosa de
bicarbonato aumenta la capacidad de amortiguacion de la sangre y atentia el descenso
del pH intracelular en el musculo activo (Nielsen et al, 2002).

Los resultados del presente estudio de alcalinizacion provocada durante la prueba
Wingate consecutiva sugieren que la ingestion de bicarbonato de sodio durante el
primer dia facilit6 la recuperacion del musculo activo para el dia siguiente; ya que este
grupo de sujetos tuvo mejor rendimiento en el segundo dia en que solamente recibid
placebo. Ademas, la mayor potencia maxima alcanzada en el segundo dia se
correlaciona con mayores concentraciones plamaticas de malonaldehido y citoquinas
pro-inflamatorias. Estos resultados son comparables con los encontrados por Groussard
et al (2003), quienes sefialaron que la recuperacion del ejercicio estd asociada con
incremento significativo (2.7 veces) en la produccion de radicales lipidicos detectados
por espectroscopia; asi como también el cambio en el nivel de glutation reducido en
hematies (descenso en 13.6%) y el aumento en la actividad de superéxido dismutasa
(11.7%). No obstante, en nuestro estudio la alcalinizacion inducida con bicarbonato de
sodio no aumentd significativamente el mismo dia el nivel de peroxidacion lipidica
ocasionada por la prueba repetida Wingate. En términos de relevancia clinica, Matsuura
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et al (2007) encontraron que la administracion oral de bicarbonato de sodio no afecta la
actividad muscular evidenciada en la electromiografia de superficie durante ejercicios
repetidos de ciclismo explosivo. En cambio, la administracion oral de bicarbonato de
sodio ocasiona alcalosis metabdlica, retraso en el descenso del pH intramuscular y un
periodo de recuperacion suficiente de 360 segundos para eliminar los efectos de la
resintesis de fosfocreatina que se observa en la actividad electromiografica.

Los amortiguadores no bicarbonatados también han sido probados en actividades de
ciclismo explosivo. Carnosina (alanil-L-histidina) y anserina (alanil-1 metil-L-histidina)
son dipéptidos que contienen histidina y estan presentes en el cerebro, corazon, piel,
higado, rifion y musculo esquelético de una variedad de animales (Chan et al 1994 y
Crush 1970). Se sugiere que debido a que los valores de pKa de carnosina y anserina
son respectivamente 6.83 y 7.03 (Bate-Smith 1938 y Crush 1970), sus capacidades de
secuestro de protones es elevado; por lo tanto son tampones importantes en el sistema
de amortiguacion no bicarbonato (Abe 2000, Hultman 1980 y Parkhouse et al 1984).
De hecho, es posible reducir la acidosis en el ejercicio intenso mediante la ingestion oral
de carnosina y anserina, durante los cuales una gran cantidad de hidrogeniones son
producidos (Suzuki et al, 2006). Juel (2008) recientemente presentd una revision
detallada de la regulacion de pH en el musculo esquelético humano. Explica que en el
ejercicio de baja intensidad, la formacion de lactato y la participacion de la remocion de
hidrogeniones dependiente de lactato son bajas; de manera que para esta carga de
trabajo, los principales mecanismos de remocion de hidrogeniones son independientes
de lactato. En cambio, durante el ejercicio intenso, como en la prueba repetida Wingate,
ambos mecanismos participan; pero que la remocion independiente de lactato solamente
duplica, mientras que la remocion dependiente de lactato aumenta al menos cinco veces.
Estos sistemas alternativos de remocion de hidrogeniones deben ser tomados en cuenta
para la interpretacion de los resultados diversos en relacion con los efectos ergogénicos
de la administracion de bicarbonato y otros tampones durante los ejercicios de ciclismo
explosivo.

Como dijimos, carnosina y anserina estan particularmente presentes en el musculo
esquelético y en €l juegan roles como tamponadores celulares (Abe 2000, Parkhouse et
al 1984 y Tanokura et al 1976). Anserina no existe en el musculo esquelético humano
(Mannion et al 1992). La concentracion de carnosina en el musculo esquelético humano
es mayor en fibras tipo II que en fibras tipo I (Harris et al 1998). Ademas, los atletas
explosivos tienen mayores concentraciones de carnosina y demuestran mayor tiempo de
resistencia en las pruebas anaerdbicas de velocidad que los maratonistas o sujetos no
entrenados (Parkhouse et al, 1985). Se ha reportado que existe una correlacion positiva
entre la concentraciéon de carnosina en el musculo esquelético y la potencia media
durante el pedaleo maximo de 30 segundos (Suzuki et al, 2002). Por otro lado, debe
considerarse ademas el contraste sefialado por Péronnet y Aguilaniu (2006) respecto al
modelo clasico de Wasserman. Basado en datos experimentales, encontraron que el
bicarbonato no es el principal amortiguador en el musculo. Ademas sefialaron que el
descenso en la concentracion plasmatica de bicarbonato durante el ejercicio no es una
imagen en espejo del aumento en la concentracion plasmatica de lactato y que el
tamponamiento de hidrogeniones por el bicarbonato no aumenta la produccion de
dioxido de carbono en el musculo sobre lo que es producido por el metabolismo
aerobico.
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En relacion con el gasto energético durante el ejercicio intenso, la degradacion de
fosfocreatina se caracteriza por un componente primario similar al que se obtiene
durante el ejercicio moderado y adicionalmente un componente de declinacion lenta
(Haseler et al 2004 y Rossiter el al 1999). Un factor importante que contribuye con el
componente lento de fosfocreatina puede involucrar la acidosis intracelular, generando
asi una tasa enlentecida de fosforilacion oxidativa, de lo cual se esperaria que resulte en
una mayor tasa de hidrolisis que suple el mantenimiento de ATP. Mas aun, Street et al
(2005) demostraron un enlace entre la acumulacion intersticial de hidrogeniones y
cationes de potasio durante el ciclismo extenuante de corta duracion, mediante canales
potasicos dependientes de ATP, los cuales son sensitivos a los cambios en las
concentraciones de hidrogeniones y por ende, potencialmente peligrosos para la
excitabilidad cardiaca. El musculo esquelético libera potasio durante la actividad
contractil, lo cual es especialmente notable durante el ejercicio intenso, pudiendo
alcanzar concentraciones plasmaticas hasta de 7 mM (Juel et al 1990).

Este estudio claramente demostré que la repeticion de la prueba Wingate en tres
ocasiones durante dos dias consecutivos genera una respuesta de citoquinas pro-
inflamatorias (IL-6, TNFa e IL-1p), la cual estuvo asociada con peroxidacion lipidica
pero no fue atenuada con la alcanizacion inducida mediante la administracion oral de
bicarbonato de sodio. Un pequefio incremento en el nivel plasmatico de melatonina
también fue detectado. A pesar de que la saturacion de oxigeno capilar (ScO2) siempre
se mantuvo dentro de limites normales (ScO2>90%) en ambos grupos, se ha descrito
con anterioridad que el aumento de la concentracion de ciertas citoquinas correlaciona
con la hipoxemia inducida por ejercicio (Nielsen 2003), ya que las citoquinas estimulan
a los mastocitos y granulocitos basofilicos a degranular histamina, el cual es un potente
broncoconstrictor. Durante el ejercicio maximo ocurre un ascenso abrupto de lactato en
sangre que ocasiona el descenso de pH por debajo de 7.1, lo cual puede ser critico para
la ScO2 de acuerdo a la curva de disociacion de O2 de la hemoglobina. En este caso, la
administracion de bicarbonato de sodio ayuda a mantener la estabilidad en la capacidad
de tamponamiento sanguineo, lo cual atenua la acidosis y ayuda a mantener la SaO2 en
limites normales. TNF-a es una citoquina pro-inflamatoria que es tipicamente producida
por las células T después de la estimulacion antigénica. De elevarse cronicamente,
puede ocasionar una variedad de enfermedades (Clark et al, 2005). Excepto por la
mioquina IL-6, la cual estuvo elevada en condiciones basales debido al nivel de
entrenamiento de los sujetos de estudio, TNF-at e IL-10 se elevaron agudamente en el
estudio Wingate, dado que sus determinaciones basales se encontraron en limites
normales bajos.

En este estudio fue notable la relacion directa entre las concentraciones plasmaticas de
hidrogeniones e interleuquina-6 durante e inmediatamente después de la repeticion de la
prueba Wingate. En cambio, el modelo de regresion lineal no detect6 asociaciones entre
hidrogeniones y otras citoquinas medidas. En base a estos resultados encontrados,
postulo que la IL-6 se produjo localmente en el musculo activo en una proporcion
directa al influjo masivo de calcio que fue acentuado por la acidosis durante el ejercicio
anaerobico supramaximo. Ademas, esta acumulacion de hidrogeniones puede potenciar
la produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno y en consecuencia empeorar
el estrés oxidativo y la inflamacion. Previamente se ha descrito que la expresion de la

mioquina mRNA IL-6 es inducida mediante vias dependientes de calcio-calcineurina y
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factor de necrosis tumoral (Petersen y Pedersen, 2005). No obstante, mas
investigaciones se requieren para evaluar la posible asociacion entre IL-6 e
hidrogeniones en otras poblaciones y disefios experimentales.

Con este estudio se comprobo la hipotesis de trabajo: que la alcalinizacion provocada
mediante la administracion oral de bicarbonato de sodio no modifica la peroxidacion
lipidica ocasionada por el ejercicio intenso y explosivo durante la repeticion de la
pruecba Wingate. Aunque no encontramos evidencia de que la alcalinizacion
incremente menos las concentraciones sanguineas de citoquinas pro-inflamatorias
durante la prueba, pudimos constatar que la acidosis generada durante la prueba
Wingate se correlaciona directamente con la produccion de la citoquina pro-inflamatoria
IL-6.

C. Del estudio experimental de estrés oxidativo, dafio muscular, perfil
metabdlico y respuesta de citoquinas en estudiantes universitarios durante
entrenamiento de fuerza y resistencia con ayuda de plataforma vibratoria.

Las adaptaciones metabdlicas al entrenamiento de fuerza y resistencia claramente
fueron observadas en esta investigacion. A pesar de que Petiboisa y Delerisb (2005)
también reportaron cambios en las concentraciones plasmaticas de moléculas, sus
registros revelaron los mayores cambios en el metabolismo lipidico (triglicéridos,
acidos grasos y glicerol) y menos notables en el metabolismo de carbohidratos (glucosa
y lactato).

De hecho, el entrenamiento fisico favorece la defensa antioxidante enzimatica contra los
radicales libres (Husain 2002). Sin embargo, las células de mamiferos estan equipadas
tanto con sistemas protectores enzimaticos como no enzimaticos (Pushpalata et al
2005). Esta defensa clasicamente incluye enzimas antioxidantes tales como superéxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR)
y antioxidantes no enzimaticos (vitaminas A, C, E y glutation reducido). Las enzimas
antioxidantes trabajan en conjunto para depurar los radicales libres (Michiels et al
1994). Durante el ejercicio prolongado sucede regulacion al alza en las actividades y
expresiones de SOD, CAT y GPx, como respuesta antioxidante al incremento de la
produccion de radicales libres de oxigeno y nitrogeno (Chance et al 1979).

Se ha documentado que el ejercicio agudo produce un incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno y nitrogeno, especialmente de los complejos de transporte
de electrones (Meijer 2002, Nissen 2003 y Garcia 2007). Estos radicales libres atacan
macromoléculas, particularmente lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Michael 2005).
Esta es la razon por la cual después de los esfuerzos fisicos, se detectan numerosos
metabolitos de la peroxidacion lipidica, tales como malonaldehido y 4-
hidroxialquenales; asi como también de la nitrosaciéon de proteinas, las cuales se
detectan mediante incrementos en los niveles plasmaticos de nitritos. Estos marcadores
de estrés y dafio estan directamente relacionados con el entrenamiento, intensidad y
duracién de la carga fisica y especialmente influenciados por la eficiencia de la defensa
antioxidante endégena y exdgena (Charlotte 2006).
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Las enzimas antioxidantes son la primera linea de defensa contra el estrés oxidativo
(Mills 1997, Botwell 1998). La superdxido dismutasa transforma los aniones
superoxido en perdxido de hidrogeno. La glutation peroxidasa y la catalasa reducen el
peroxido de hidrogeno respectivamente en moléculas de agua y oxigeno, usando
equivalentes reductores de NADPH, dihidrolipoato y acido ascoérbico (Volker 2001 y
Rohit 2007). A manera de discusion en este sentido, cabe resaltar que estas actividades
enzimaticas aumentan mediante mecanismos alostéricos y covalentes durante el
gjercicio agudo y son inducidas las expresiones génicas y las modificaciones post-
traduccionales mediante la practica regular de ejercicio y el entrenamiento fisico
(Szygula 1990).

El estrés oxidativo depende de la produccion de radicales libres y la eficiencia del
sistema de defensa antioxidante. El ejercicio y el entrenamiento afectan ambos
componentes. En primera instancia, la produccion de especies reactivas esta
directamente relacionada con la carga de trabajo fisico (Keong 2006 y Tee 2006). Por
otro lado, el entrenamiento favorece la eficiencia del sistema de defensa antioxidante
enddgeno y la eliminacion de radicales libres (Tokish 2004).

Previo al presente estudio de entrenamiento de fuerza y resistencia, los sujetos
estuvieron expuestos aisladamente a cargas leves a moderadas de ejercicio. Luego el
entrenamiento consistio de ejercicio regular de intensidad y volumen moderado a
submaximo. Se observo en la quinta semana de entrenamiento un incremento en la
peroxidacion lipidica y nitritos plasmaticos, lo cual sugiere que la sobreproduccion de
radicales libres sobrepasé en gran medida su depuracion por el sistema de defensa
antioxidante. No obstante, a continuacion del entrenamiento durante tres semanas
adicionales, se observo un descenso significativo en estos marcadores de estrés, lo cual
sugiere el aumento de la eficiencia de la defensa antioxidante. Estudios previos indican
que los efectos diversos del entrenamiento en las enzimas antioxidantes dependen de la
cantidad de masa muscular activa que es reclutada, de la compartimentacion celular de
radicales libres generados y de la capacidad antioxidante especifica de los tejidos
(Pushpalatha et al 2005).

En este estudio fue evidente la respuesta de citoquina pro-inflamatoria en el grupo que
recibi6 entrenamiento convencional de fuerza y resistencia (ECF) y fue menos evidente
en el grupo que recibid este entrenamiento con incrementos vibratorios (WBYV).
Recalcamos que ambos grupos recibieron la misma carga de trabajo y ntimero de
sesiones. La unica diferencia fue el incremento vibratorio que recibio uno de los grupos
(el grupo WBV). A diferencia del presente estudio, Petersen y Pedersen (2005)
encontraron que el ejercicio fisico induce un estado anti-inflamatorio caracterizado por
la supresion de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-o e IL-1B) y la activacion de
citoquinas anti-inflamatorias (receptor soluble del factor de necrosis tumoral y el
antagonista del receptor de interleucina-1). Las diferencias en el patron de respuesta de
citoquinas observado entre autores probablemente estd relacionado con la carga de
trabajo fisico, la condicion fisica, el estado de salud, la dieta, el estilo de vida, la
temperatura y la cantidad de masa muscular activa reclutada (Walsh 2001 y Navarro
2007).

Estos resultados me permiten analizar tres situaciones distintas de ejercicio en relacion
con el estrés oxidativo y la respuesta de citoquinas. En primer lugar, se analiza el caso
de la practica regular de ejercicio moderado, el cual induce la expresion de enzimas
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antioxidantes. Este incremento de la defensa mejora la eliminacion de radicales libres y
suele acompaiiarse de la induccion en la expresion de mRNA IL-6 a través de una via
dependiente de calcio-calcineurina. Por consiguiente, se evidencia un patrén anti-
inflamatorio de respuesta de citoquina, el cual ayuda a mantener la homeostasis y la
integridad del musculo hipertrofiado. La segunda situaciéon de ejercicio es por el
contrario, cuando el mismo es episddico y/o de elevada carga. Esta eventualidad
favorece la produccion excesiva de radicales libres, los cuales sobrepasan la capacidad
de eliminacion del sistema antioxidante. Como resultado de este desbalance, ocurre
dafio a macromoléculas y estrés oxidativo sobre la sarcomera, cisternas y
miofilamentos. En respuesta al insulto de la fibra muscular, especialmente si la
contraccion es excéntrica, se induce la expresion de IL-6 esta vez a través de la via
dependiente de TNF-o, promoviendo asi al mismo tiempo un patrén de respuesta de
citoquina de tipo pro-inflamatoria, en ayuda a la reparacion muscular. La tercera
situacion de ejercicio es algo similar a la segunda. En este caso, el patron inflamatorio
de respuesta de citoquina en el musculo activo ocurre cuando el sujeto no entrenado
inicia la practica de ejercicio regular. Casi cualquier nivel de carga fisica ocasiona
inicialmente estrés oxidativo, dafio muscular e inflamacién en sujetos no entrenados. A
medida que el ejercicio fisico se practica con regularidad a carga moderada mediante un
programa de entrenamiento, como ocurrié en el presente estudio, disminuye el insulto
oxidativo/nitrosativo, el dafio muscular y la inflamacién. Como consecuencia, después
de wvarias semanas de entrenamiento progresivo, el musculo activo repara
completamente y se acentila la hipertrofia. Estos procesos pueden ser explicados
mediante la inducciéon completa del sistema de defensa antioxidante y del sistema de
transferencia energética; y el patron anti-inflamatorio de respuesta de citoquina es
interpretado como un fendémeno adaptativo necesario para la integridad de la fibra
muscular.

En resumen, con este estudio comprobé que el entrenamiento de fuerza y resistencia al
cabo de ocho semanas disminuye los parametros de peroxidacion lipidica y formacion
de nitritos plasmaticos en estudiantes universitarios previamente no entrenados. Sin
embargo, tal como fue postulado en la hipdtesis de trabajo, las vibraciones no ofrecieron
una reduccion adicional signficativa sobre los parametros de estrés oxidativo ni sobre la
respuesta de citoquinas al entrenamiento de fuerza y resistencia convencional.

D. Del estudio de la respuesta de cortisol y citoquinas durante una prueba de
fatiga muscular en luchadores y jugadores de balonmano.

Este estudio confirmé claramente que la contraccion muscular excéntrica de la
repeticion maxima en la serie prolongada de levantamiento de pesa eleva
significativamente las citoquinas pro-inflamatorias. El incremento de TNF-a fue mas
evidente en este tipo de ejercicio anaerdbico maximo que el que fue observado en los
gjercicios dinamicos durante las competencias de ciclismo (Cuadro No. 9).

En este estudio, la respuesta de incremento de cortisol al estrés fisico de la prueba no
fue significativa (Cuadro No. 15). Es posible que el pico maximo de cortisolemia
durante este ejercicio extenuante no se presentara al momento de la extraccion de
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sangre, ya que se realizd una hora después de la carga fisica. La magnitud de la
respuesta de cortisol depende en gran medida de la intensidad y duracion del ejercicio,
el nivel de forma fisica, el estado nutricional y el ritmo circadiano.

E. Del estudio cuasi-experimental de estrés oxidativo, respuesta de cortisol y
citoquina en ciclistas amateurs que ingirieron malato de citrulina durante
los primeros tres dias de competicion (Vuelta al Bidasoa 2008).

Se documentd anteriormente que la suplementacion con L-citrulina aumenta la
concentracion plasmatica de L-arginina en mayor proporcion que cuando se suplementa
oralmente con L-arginina (Hickner et al 2006). Los beneficios ergogénicos de malato de
citrulina en el ejercicio intenso que fueron propuestos en el estudio de Hickner et al
fueron la detoxificacion de metabolitos acumulados, el incremento de la produccion
aerobica de ATP y el favorecimiento del uso energético de las proteinas. Estos efectos
obedecen a que de malato de citrulina, su componente citrulina opera en el ciclo
intermediario de la urea para la detoxificaciéon de amonio acumulado y su componente
malato actia como sustrato anapletorico del ciclo del acido tricarboxilico. En el
presente estudio de la Vuelta al Bidasoa no se verifico metodologicamente el beneficio
ergogénico de citrulina sobre el rendimiento durante la competencia; no obstante hubo
evidencia de daflo muscular provocado por la carga fisica intensa de la competencia, ya
que se elevaron significativamente los marcadores enzimaticos y proteicos en sangre
(creatina kinasa, mioglobina y lactato deshidrogenasa).

Ademas, la suplementacion con malato de citrulina en cada etapa de la competicion de
ciclismo amateur no evitdé el aumento de la peroxidacion lipidica y la formacion de
nitritos plasmaticos en relacion con el ejercicio extenuante.

Aqui el incremento de cortisolemia fue significativo, por lo que pudo tener efectos anti-
inflamatorios e inmunosupresores, inhibiendo al menos parcialmente la sintesis de IL-
1B y TNF-o. En estos sujetos, a pesar de la elevada intensidad de la carga fisica de la
competencia, no hubo incrementos significativos de los niveles séricos de las citoquinas
pro-inflamatorias. A su vez, el eje hipotalamo-hip6fisis-suprarrenal suele ser potenciado
por la IL-6, lo cual favorece la produccion y liberacion de ACTH y cortisol. De esta
manera, la elevacion de IL-6 contribuye al mantenimiento de la respuesta endocrina al
estrés fisico.

F. Comparacion entre los estudios del estrés oxidativo, la respuesta
antioxidante, el perfil metabdlico, el dafio muscular y la respuesta de
citoquinas en diferentes escenarios y cargas de trabajo fisico.

Los cinco grupos de sujetos que participaron en esta investigacion tenian diferentes
niveles de condicion fisica. Los grupos de estudio estuvieron expuestos a diferentes
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cargas de esfuerzo fisico. Los sujetos que participaron de la Vuelta de Andalucia 2008
estan acostumbrados a pruebas fisicas intensas y a competencias de ciclismo
profesional. Los sujetos del estudio Wingate también son ciclistas de élite. En cambio
los que participaron en el estudio de entrenamiento fisico con vibraciones, tuvieron bajo
a moderado nivel de condicionamiento fisico. Esta investigacion reafirma que el
ejercicio intenso muy corto (una hora en la prueba Wingate) o de dias (tres ¢ cuatro dias
de competicion ciclista) elevo la peroxidacion lipidica (32% ascenso respecto al valor
basal). En cambio el ejercicio moderado, repartido en un programa de entrenamiento de
fuerza y resistencia de ocho semanas de duracion, disminuy6 significativamente la
peroxidacion lipidica basal o de reposo (16% descenso respecto al valor basal). Cuadro
No. 8.

Por lo tanto, estos resultados sugieren que la magnitud del estrés oxidativo provocado
por ejercicio depende de la carga de esfuerzo fisico. Cuando el ejercicio es extenuante,
como lo fue la competicion de ciclismo y la prueba repetida Wingate, las
concentraciones de metabolitos secundarios de peroxidacion lipidica se elevan. Cuando
el ejercicio es moderado, como lo fue el entrenamiento de fuerza y resistencia, la
peroxidacion lipidica basal disminuye.

Esta investigacion sugiere una relacion entre la respuesta de citoquinas pro-
inflamatorias y la carga fisica: que la respuesta de citoquinas es notable en los ejercicios
extenuantes y explosivos que generan fatiga y dafio muscular o que estén asociados a
contraccion excéntrica. Particularmente fue demostrada la participacion del factor de
necrosis tumoral alfa. El mayor incremento de TNF-a post-ejercicio fue observado en la
carga intensa excéntrica, generada de la serie prolongada de repeticion maxima (prueba
de fatiga), el cual result6 en 6x; seguido de la carga acumulada en el entrenamiento de
fuerza y resistencia, el cual resulté en 4.4x (Cuadro No. 9). Estos resultados sugieren
que aun cuando la carga fisica es moderada y dosificada en un programa de
entrenamiento de fuerza y resistencia, por acumulacion también genera una respuesta de
citoquinas pro-inflamatorias.

El estudio sugiere que la respuesta de citoquinas es mayor cuanto mayor es la carga
fisica acumulada. Los mayores incrementos post-ejercicio de las respuestas de IL-6 e
IL-1B circulantes ocurrieron en las pruebas explosivas Wingate, de carga intensa
lactacidémica. IL-6 incrementd en 3.2x e IL-1P incrementd en 9x; seguido de la
competicion de ciclismo profesional donde IL-6 incrementd en 2.2x e IL-1f3 incrementd
en 1.1x (Cuadros No. 10y 11).

Reafirmamos en esta investigacion que las citoquinas mencionadas participan de la
respuesta inflamatoria al ejercicio y el entrenamiento fisico. Hemos explicado con
evidencia que IL-6 es la primera citoquina presente en la circulacion durante ejercicio.
Segun datos previos, el nivel circulante de IL-6 aumenta exponencialmente (hasta 100
veces) en respuesta al ejercicio y declina en el periodo post-ejercicio (Pedersen et al,
2001). El aumento marcado en el nivel circulante de IL-6 después de ejercicio, alin en
ausencia de dafio muscular, ha sido consistentemente demostrado (Castell 1997, Nielsen
1996, Nieman 1998, Nishimoto 2004 y Starkie 2001). Ademas, TNF-a e IL-1 estimulan
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adicionalmente la produccion de IL-6 (Tilg et al, 1997). Estas citoquinas no solamente
juegan un rol en la respuesta inflamatoria, sino también favorecen la respuesta
antioxidante enddgena. Un mecanismo identificado es la induccién de la expresion
génica de enzimas antioxidantes. Por ejemplo, en atletas bien entrenados, TNFo e IL-1
activan la transduccion de sefial para la transcripcion génica de NFkB y AP-1, los cuales
son factores transcripcionales sobre-expresados para la expresion de manganeso
superoxido dismutasa (Mn-SOD).

En esta investigacion fue evidente una marcada elevacion matinal de la concentracion
sanguinea de melatonina durante cuatros dias de competicion ciclista intensa. No
obstante, esta elevacion no fue significativa durante una prueba de ejercicio extenuante
de corta duracion, como fue la prueba Wingate (Cuadro No. 12).

Como sefalé anteriormente, los potentes estresores relacionados al ejercicio agudo
pueden aumentar la producciéon de melatonina (Tan et al, 2007), impidiendo asi el
descenso de melatonina que fuera desencadenado por su interaccion con los radicales
libres o atun elevando la concentracion sanguinea de ésta y su metabolito en orina. Un
hecho fundamental es que la concentracion sanguinea de melatonina deriva
principalmente de la glandula pineal (Antti et al, 2007). Asi que la hiperactividad
simpatica relacionada con el ejercicio es un poderoso determinante de su liberacion
pineal. Cito nuevamente, la produccion de melatonina inducida por el estrés oxidativo
es un fendmeno universal que sucede en organismos unicelulares, plantas y animales,
incluyendo humanos (Leon et al 2004) y que los mecanismos moleculares involucran la
via AP-1 para la induccion del gen de la hidroxiindol-O-metiltransferasa (Tan et al 2007
y Rodriguez et al 1994).

Al comparar los incrementos de los marcadores de dafio muscular asociados a cargas
intensas y moderadas de esfuerzo fisico (Cuadro No. 13), hubo semejanzas en las dos
competiciones de ciclismo, la Vuelta de Andalucia y la Vuelta al Bidasoa 2008. En
ambas, los marcadores mostraron elevaciones sustanciales (entre 15 y casi 200%),
siendo notables los incrementos de creatina kinasa y mioglobina en sangre. Hubo menor
elevacion sanguinea de transaminasas y lactato deshidrogenasa en las competiciones de
ciclismo. Estas elevaciones se notaron también después de cada etapa en la competicion
amateur. En cambio, ante la carga moderada, que fue acumulada durante el
entrenamiento de fuerza y resistencia en los estudiantes, los marcadores no superaron el
15% de incremento. Esta menor elevacion puede obedecer al menos en parte a los
adecuados tiempos de recuperacion que fueron repartidos entre las dos sesiones
semanales a lo largo de las ocho semanas, lo cual favorece la reparacion y regeneracion
muscular.

En esta investigacion constaté que las personas entrenadas en ciclismo tienen adecuada
tolerancia a la glucosa y el perfil lipidico caracterizado por bajo riesgo de enfermedad
cardiovascular. Estos parametros metabodlicos también fueron observados en las
personas previamente no entrenadas que estuvieron expuestas a entrenamiento de fuerza
y resistencia.
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Las glicemias observadas dentro de los rangos normales durante los esfuerzos
probablemente dependieron del balance entre la captacion muscular de la glucosa y su
liberacion hepatica. En reposo, la liberacion hepatica de glucosa es facilitada por el
glucagon, el cual promueve la glucogenolisis y la gluconeogénesis. Durante el ejercicio
aumenta mas la secrecion pancreatica de glucagon. La actividad muscular también
incrementa la tasa de liberacion suprarrenal de catecolaminas, las cuales favorecen la
glucogendlisis. Verificamos en la prueba de fatiga que el cortisol aument6 durante el
esfuerzo, lo que favorece el catabolismo proteico y cuyos aminoacidos libres pueden ser
utilizados para la gluconeogénesis. Por su lado, la hormona de crecimiento aumenta la
movilidad de 4cidos grasos libres y disminuye la captacion celular de glucosa,
manteniéndose en la circulacion. Las hormonas tiroideas promueven la glucolisis y la
beta oxidacion de los lipidos.

De manera general, el entrenamiento de resistencia disminuye la magnitud de la
respuesta hormonal a un nivel estandar de ejercicio. El ejercicio a la misma intensidad
absoluta produce una respuesta hormonal menor en las personas entrenadas que en sus
homologos no entrenados. Sin embargo, el ajuste de la intensidad del ejercicio a un
porcentaje de la capacidad maxima de cada persona, esto es, la misma intensidad
relativa, elimina la diferencia de la respuesta hormonal relacionada con el
entrenamiento. En nuestro estudio, excepto por el nivel de triglicéridos, encontramos el
mismo perfil metabolico en estado de reposo en atletas y estudiantes entrenados
(Cuadro No. 14). Es posible que el mayor nivel de triglicéridos en atletas estuviera
relacionado con la dieta hipercalorica que consumieron. Ademads, ocho semanas de
entrenamiento de fuerza y resistencia favorece en gran medida la ruta de la oxidacion de
acidos grasos sobre la reserva de glucogeno, lo que beneficia el rendimiento del
ejercicio prolongado.

Hay que tomar en cuenta que durante el ejercicio dos factores juegan un rol esencial en
la regulacion de la movilizacion de lipidos: uno es la redistribucion del flujo sanguineo
y el otro es el balance de las hormonas de respuesta al esfuerzo fisico. El entrenamiento
de resistencia mejora la capacidad de beta oxidacion de acidos grasos, especialmente los
triglicéridos almacenados dentro del musculo activo. El aumento de la lipolisis se
produce por el mayor flujo sanguineo dentro del musculo entrenado que favorece una
mayor cantidad de enzimas que movilizan las grasas de los adipocitos y que
metabolizan las grasas dentro de las fibras musculares.

La actividad fisica modifica la respuesta del cortisol, dependiendo de la intensidad y
duracién del ejercicio, el nivel de forma fisica, el estado nutricional e incluso el ritmo
circadiano. La producciéon de cortisol aumenta con la intensidad del ejercicio. Se
producen concentraciones especialmente elevadas de cortisol en el ejercicio prolongado
de ciclismo de larga duracion, la carrera de maraton y el excursionismo (McArdle et al,
2004). Este nivel plasmatico de cortisol suele permanecer elevado hasta dos horas
durante la recuperacion.

El aumento de la produccion de cortisol al estrés de ejercicio extenuante ayuda en la
movilizacion rapida de sustratos energéticos mediante la neoglucogénesis y también
confiere una accion anti-inflamatoria (Cordova y Navas, 2000). Frente a ejercicios
intensos y fatigantes, en deportistas bien entrenados durante un periodo largo, se
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aprecia una menor respuesta en la produccion de cortisol. El ejercicio intenso produce
un aumento del cortisol que retorna a niveles basales en unas horas. En caso de
ejercicio fisico intenso continuado, el cortisol basal esta elevado, acompafiado de una
alteracion del ritmo diario del cortisol, permaneciendo més o menos elevado durante
todo el dia.

En esta investigacion observamos elevacion significativa de cortisolemia después de la
competicion de ciclismo amateur, la cual no fue tan evidente después de las series de
repeticion maxima hasta la fatiga en luchadores y jugadores de balonmano (Cuadro No.
15). Un factor explicativo es la duracion del ejercicio intenso, ya que la competencia
ciclista de la Vuelta al Bidasoa fue valorada en los primeros tres dias; en cambio la
prueba de fatiga solo al cabo de una hora. Sugerimos que la duracion del estrés fisico
intenso refuerza la magnitud de la respuesta del eje hipotalamo-hipofisis-corteza
suprarrenal. Otro factor explicativo del mayor incremento de la cortisolemia en los
ciclistas es el estrés psicologico adicional implicado por la competicion.
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1.

CONCLUSIONES

Esta investigacion acumuld evidencia cientifica del perfil bioquimico, el estrés
oxidativo, la defensa antioxidante, la respuesta de citoquinas, el dafio muscular
y la produccion de melatonina en ciclistas, luchadores, jugadores de balonmano
y estudiantes expuestos a una variedad de cargas fisicas durante competiciones,
pruebas de esfuerzo y entrenamiento fisico. Aportd informaciéon de los
parametros oxidativos y la respuesta pro-inflamatoria durante el ejercicio
dinamico, el sprint y la fatiga. Evaluo los efectos de la alcalinizacion oral con
bicarbonato de sodio y la ayuda ergogénica con malato de citrulina en la
respuesta de citoquinas y el estrés oxidativo inducido por ejercicio intenso. Este
estudio evidencié una asociacion lineal directa entre el estado acidotico y la
concentracion plasmatica de IL-6 durante la prueba Wingate.

La magnitud del estrés oxidativo provocado por el ejercicio depende de la carga
de esfuerzo fisico. De esta manera, cuando la carga es extenuante, por ejemplo
durante la competicion de ciclismo y durante una prueba repetida Wingate, los
niveles de peroxidacion lipidica se elevan. En cambio, el entrenamiento que
consiste de la practica de ejercicio fisico de carga moderada disminuye la
peroxidacion lipidica de reposo. Por otro lado, la alcalinizaciéon provocada
mediante la administracion oral de bicarbonato de sodio no modifica el grado de
peroxidacion lipidica generado por un ejercicio intenso y explosivo durante la
repeticion de la prueba Wingate. Ademas, la suplementacion oral con malato de
citrulina durante la competicion de ciclismo no evita el aumento de la
peroxidacion lipidica y la formacion de nitritos plasmaticos provocada por el
ejercicio fisico.

Reafirmamos en esta investigacion que hay una respuesta inflamatoria a
consecuencia del ejercicio y/o el entrenamiento fisico en la que participan las
citoquinas pro-inflamatorias. La respuesta de citoquinas pro-inflamatorias
determinada mediante la elevacion de IL-6, TNF-a e IL-1B en plasma es
significativa durante la competicion de ciclismo y en los ejercicios extenuantes y
explosivos que generan fatiga y dafio muscular. La respuesta de citoquinas es
mayor cuanto mayor es la carga fisica acumulada. Sin embargo, cuando la carga
fisica es moderada y dosificada a través de un programa de entrenamiento de
fuerza y resistencia de ocho semanas de duracion, por efectos acumulativos
también genera una respuesta de citoquinas pro-inflamatorias. Ademads, la ayuda
vibratoria no ofrece una reduccion adicional sobre los parametros de estrés
oxidativo ni tampoco sobre la respuesta de citoquinas al entrenamiento de fuerza
y resistencia.
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4. El ejercicio fisico intenso prolongado induce cambios adaptativos en la defensa

5.

antioxidante de ciclistas profesionales. En estos casos no ocurren modificaciones
en el estado redox ni en las concentraciones de glutation reducido y oxidado en
los hematies debido a la existencia de una fina regulacion de la homeostasis de
glutation en atletas. Para ello aumenta significativamente las actividades de
glutation peroxidasa y reductasa durante la competicion de ciclismo. Ademas,
ocurre elevacion matutina de la concentracion sanguinea de melatonina y su
metabolito en orina.

El ciclismo y el entrenamiento de fuerza y resistencia favorecen la tolerancia a la
glucosa y el perfil lipidico se caracteriza por ser de bajo riesgo de enfermedad
cardiovascular. El ejercicio intenso de una competicion de ciclismo eleva los
marcadores sanguineos de dafio muscular, especialmente creatina kinasa y
mioglobina. En cambio, el ejercicio moderado y regular acumula una carga
fisica que genera menos dafio muscular. Ademas, la respuesta de cortisol al
estrés fisico depende de la duracion del ejercicio fisico. Asi, la elevacion
sanguinea de cortisol es mayor en la competicion de ciclismo de tres dias de
duracion que en la prueba de fatiga de una hora de duracion.
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Cuadro No. 1

Desglose de las actividades desarrolladas por objetivos de la investigacion

Objetivos

Actividades desarrolladas

Evaluar las consecuencias de
diferentes cargas de esfuerzo
fisico en el dafio a lipidos y
proteinas producido por la
generacion exagerada de
radicales libres.

Medicion de metabolitos de peroxidacion
lipidica durante el ejercicio intenso
prolongado (Competencia de ciclismo
profesional, Vuelta Andalucia 2008).
Medicion de metabolitos de peroxidacion
lipidica  durante  ejercicio  intenso
explosivo (repeticion de Prueba Wingate
en ciclistas profesionales).

Medicion de metabolitos de peroxidacion
lipidica y formacion de nitritos durante
entrenamiento  fisico de fuerza vy
resistencia en estudiantes universitarios.
Medicion de metabolitos de peroxidacion
lipidica y formacion de nitritos durante

ejercicio intenso prolongado
(Competencia de ciclismo amateur,
Vuelta Bidasoa 2008).

Analizar la participacion de
citoquinas como mediadores de
respuesta inflamatoria durante
egjercicio, entrenamiento fisico y
fatiga muscular.

Medicion de citoquinas pro-inflamatorias
(IL-6, TNF-a e IL-1B) durante ejercicio
intenso prolongado (Competencia de
ciclismo profesional, Vuelta Andalucia
2008).

Medicion de citoquinas pro-inflamatorias
(IL-6, TNF-a e IL-1p) durante ejercicio
intenso explosivo (repeticion de Prueba
Wingate en ciclistas profesionales).
Medicion de citoquinas pro-inflamatorias
(IL-6, TNF-a e IL-1B) durante
entrenamiento  fisico de fuerza vy
resistencia en estudiantes universitarios.

e Medicion de citoquinas pro-inflamatorias
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(IL-6, TNF-a e IL-1B) durante prueba de
fatiga muscular mediante levantamiento
de pesas en luchadores y jugadores de
balonmano.

Medicion de citoquinas pro-inflamatorias
(IL-6, TNF-a e IL-1B) durante ejercicio
intenso prolongado (Competencia de
ciclismo amateur, Vuelta Bidasoa 2008).

Reconocer la participacion de la
defensa antioxidante endogena
durante el ejercicio intenso.

Medicion de las concentraciones de
glutation reducido y oxidado en hematies,
el indice redox y las actividades de
glutation peroxidasa y reductasa durante
el ejercicio  intenso  prolongado
(Competencia de ciclismo profesional,

Vuelta Andalucia 2008).
e Medicion de glicemia, perfil lipidico,
Evaluar el estado metabolico y funcién  renal, creatina  kinasa,
el posible dafno muscular mioglobina, lactato deshidrogenasa y

durante las competencias de
ciclismo (profesional y amateur)
y durante el entrenamiento de
fuerza y resistencia.

transaminasas en sangre durante la
competencia de ciclismo profesional
(Vuelta Andalucia 2008).

Medicion de glicemia, perfil lipidico,
funcion renal, creatina kinasa,
mioglobina, lactato deshidrogenasa y
transaminasas en sangre durante la
competencia de ciclismo amateur (Vuelta
Bidasoa, 2008).

Medicion de glicemia, perfil lipidico,

funcion renal, creatina kinasa,
mioglobina, lactato deshidrogenasa y
transaminasas en  sangre  durante

entrenamiento de fuerza y resistencia.

Confirmar el efecto del ejercicio
fisico  extenuante en la
concentracion  plasmatica de
melatonina y  urinaria de
sulfatoximelatonina.

Medicion de la concentracion plasmatica
de  melatonina y  urinaria  de
sulfatoximelatonina  durante ejercicio
intenso prolongado (Competencia de
ciclismo profesional, Vuelta Andalucia
2008).

Medicion de la concentracion plasmatica
de melatonina durante repeticion de
prueba Wingate en ciclistas
profesionales.

Analizar la influencia de la
alcalinizacion inducida
mediante la administracion oral

Comparacion entre grupo que recibiod
bicarbonato de sodio y grupo que recibio
placebo sobre los parametros de
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de bicarbonato de sodio sobre la
peroxidacion lipidica y Ia
respuesta de citoquinas durante

la repeticion de la prueba
Wingate en ciclistas
profesionales.

metabolitos de peroxidacion lipidica y
citoquinas en plasma durante la prueba
repetida Wingate en ciclistas
profesionales mediante estudio
experimental cruzado doble ciego.

Establecer la posible asociacion
entre el estado acido y la
concentracion  sanguinea de
citoquina durante una prueba de
gjercicio  explosivo en el
cicloergdmetro.

e Uso del modelo de regresion lineal para

estimar la  asociacion entre las
concentraciones de hidrogeniones y
citoquinas pro-inflamatorias.

Valorar los  efectos  del
entrenamiento de fuerza y
resistencia con ayuda de
vibraciones en el estrés

oxidativo/nitrosativo y la

respuesta  inflamatoria  en
personas  previamente  no
entrenadas.

e Comparacion entre grupo entrenado con

ayuda de vibraciones y grupo entrenado
convencionalmente sobre los parametros
de metabolitos de peroxidacion lipidica,
formacion de nitritos plasmaticos 'y
niveles plasmaticos de citoquinas en
estudiantes  universitarios de la
licenciatura en ciencias de la actividad
fisica y deporte mediante estudio
experimental.

Estimar los posibles beneficios
de citrulina en los parametros

oxidativos de ciclistas
entrenados durante una
competencia.

e Medicion de metabolitos de peroxidacion

lipidica y formacion de nitritos
plasmaticos antes y después de Ila
competencia de ciclismo amateur en
sujetos que ingirieron malato de citrulina
durante la competencia Vuelta Bidasoa
2008.
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Cuadro No. 2

Variantes de la fatiga

TIPO

AGUDA SUBAGUDA

CRONICA

Denominacién

(Agujetas) (Sobrecarga)

(Fatiga y/o

Sobreentrenamiento)

Aparicion 1 sesion 1-2 microciclos > 4 microciclos
Recuperacion 2-3 dias 1-2 semanas > 1 mes
Duracién 2-3 dias 12-15 dias > 20 dias
Afectacion Local General General
muscular

Dafio muscular + +++ -+
Afectacion + ++ -+
general
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Cuadro No. 3

Indicadores de fatiga

Sintomas de fatiga Indicadores biologicos

Apatia T Creatina kinasa, Lactato deshidrogenasa,

o, Transaminasas
Disminucion de la fuerza

T Mioglobina, Aldolasa
Dolor muscular

T Proteinas fase aguda (Ferritina, Proteina C

Descenso del rendimiento .
reactiva)

deportivo

Manifestacion de las alteraciones T Hormonas de estrés (Cortisol, ACTH)

electroliticas, metabdlicas y 1 Linfocitos (%)
endocrinas
T Citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6,

Hiperexcitabilidad neuromuscular IL-1)
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Cuadro No. 4

Mediadores de la inflamacion inducida por ejercicio y entrenamiento fisico

Radicales libres Peroxido de hidrogeno, anion superoxido,
peroxinitrito

Metaloproteasas MMP-2, MMP-3, MMP-9

Mediadores lipidicos Prostaglandinas, Tromboxanos, Leucotrienos,
Lipoxinas

Factor activador de plaquetas (PAF)

Proteasas plasmaticas Complemento, Quininas

Sistema de coagulacion y fibrinolisis

Factor activador de PAF

plaquetas

Péptidos y aminas Histamina, Serotonina, Neuropéptidos
Citoquinas pro- IL-1B, IL-6, IFNy, TNFa
inflamatorias

Quimiocinas IL-8, Eotaxina
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Cuadro No. 5

Bioquimica en plasma de ciclistas profesionales durante competicion

(Vuelta de Andalucia 2008)

(n=6, x +/- SEM)

Parametro Control Antes Después
Glucosa 70-100 mg/dl 83.0 +/- 6.2 85+/-5.5
Urea 10-50 mgy/dl 47.5+/-2.3 61.8 +/-3.5 **
Creatinina 0.7-1.2 mg/dl 0.85 +/- 0.01 0.92 +/- 0.04
Acido trico 3.4-7.0 mg/dl 4.0 +/- 0.1 4.6+/-0.3
Sodio 135-142 mEq/L | 126.0+/-3.4 | 143.3 +/- 3.5 **
Cloruro 92-104 mEq/L 89.6 +/- 2.8 102.5 +/- 2.2%*
GOT 10-38 U/L 34.5 +/- 6.1 54.6 +/- 4.6*
GPT 5-41 U/L 23.3+/-3.4 39.0 +/- 2.6**
LDH 240-480 U/L 395.6 +/-27.9 | 4583 +/-314
CK 38-190 U/L 282.5+/-70.4 | 542.6 +/-102.3
Mioglobina 28-72 ng/ml 63.5 +/- 14.5 107.5 +/- 11.9*
Colest total 100-200 mg/dl 154.0 +/- 7.3 161.1 +/- 7.4
Colest HDL >40 mg/dl 58.0 +/- 2.6 73.9 /- 2.0%**
Colest LDL 50-125 mg/dl 64.1+/-1.7 73.6 +/- 7.9
Triglicérido 50-150 mgy/dl 159.3+/- 35.9 99.0 +/- 6.8

* p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.0005
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Cuadro No. 6 Andlisis bioquimico durante entrenamiento de 8 semanas en estudiantes universitarios (x +/- SEM)

(n) *p<0.05 **p<0.005
Parametro
(Rango normal) ECF WBV
Pre Int Post Pre Int Post
Glucosa 93 +/-2.6 **78.4 +/-3.2 **78.1 +/- 3.4 94.7 +/-3.3 86.6 +/- 3.5 84.5+/-4.7
(70-110 mg/dl) (15) (13) (10) (12) (12) (11)
Urea 34.5+/-2.0 36.1 +/-2.7 31.7+/-0.8 35.4+/-2.0 31.8+/-2.0 30.8+/-2.2
(10-50 mg/dl) (15) (12) (10) (12) (12) (12)
Creatinina 1.04 +/- 0.03 1.06 +/- 0.04 1.01 +/- 0.04 1.02 +/- 0.04 1.0 +/- 0.04 0.95 +/- 0.03
(0.7-1.2 mg/dl) (15) (13) (10) (12) (13) (12)
Acido urico 5.1+/-03 5.5+/-03 5.0+/-0.2 52+/-0.2 4.9+/-0.3 4.8+/-0.2
(3.4-7 mg/dl) (15) (13) (10) (12) (13) (12)
Sodio 133.3+/- 0.4 *#137.8 +/- 1.5 132.5+/-0.9 132.7 +/- 0.6 135.2+/-1.2 *#131.6 +/- 0.6
(135-145 mEq/L) (15) (12) (10) (12) (12) (12)
Cloruro 95.1+/-0.4 *%100.1 +/- 1.1 95.6+/-1.0 94.2 +/- 0.6 96.2+/-1.3 94,7 +/- 0.5
(92-104 mEq/L) (15) (11) (10) (12) (12) (11)
GOT 23.1+/-1.8 20.1+/-2.8 247 +/-2.2 23.5+/-2.6 24.6+/-2.3 242 +/-1.9
(10-38 U/L) (15) (12) (10) (12) (12) (12)
GPT 16.84+/-1.7 24.14/-3.1 19.6 +/-1.5 2624/-52 213+4/-1.8 202+4/-1.3
(5-41 U/L) (15) (13) (10) (12) (12) (12)
LDH 349.1 +/- 12.1 344.2 +/- 14.0 391.5+/-42.1 329.4 +/- 10.8 331.8+/-12.8 361.0 +/- 31.6
(240-480 U/L) (15) (12) (10) (12) (12) (12)
CK 288.7 +/- 63.8 384.5+/-57.7 260.3 +/- 81.0 233.7+/-47.5 238.2+/-52.4 185.5+/-31.6
(38-190 U/L) (15) (12) (10) (12) (12) (12)
Mioglobina 42.6 +/-7.6 449+/-2.4 40.7+/-3.8 35.6+/-4.3 43.5+/-5.9 342+/-32
(28-72 ng/ml) (15) (13) (11) (12) (12) (12)
Colest total 149.1 +/- 6.6 146.2 +/- 8.0 143.1 +/- 6.6 158.9 +/-7.6 145.7 +/- 8.9 140.2 +/- 6.2
(100-200 mg/dl) (15) (13) (12) (12) (12) (12)
Colest —-HDL 57.8+/-2.7 543+/-2.8 519+/-2.8 50.6 +/-3.2 50.6+/-3.4 48.6 +/-3.4
(>40 mg/dl) (15) (13) (12) (12) (12) (12)
Colest-LDL 749 +/-6.2 80.8 +/-7.0 84.2+/-7.0 84.2+/-7.0 88.7 +/- 8.1 80.8 +/- 8.4
(50-125 mg/dl) (15) (13) (12) (12) (12) (12)
Triglicérido 81.9+/-6.2 80.0 +/-9.3 97.4+/-8.9 98.6 +/- 6.7 102.1 +/- 8.6 94.5+/-8.2
(50-150 mg/dl) (15) (13) (11) (12) (12) (12)
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Cuadro No. 7

Perfil bioquimico de la Vuelta Bidasoa 2008

(n=>5, x +/- SEM)

Etapa uno Etapa dos Etapa tres

Pardmetro Rango normal Antes Después Antes Después Antes Después
glucosa 70-100 mg/dl 86.8 +/-2.5 81.0 +/- 6.0 74.6 +/-5.3 79.8 +/-2.6 78.8 +/- 5.4 87.0 +/-4.5
GOT 10-38 U/L 20.6 +/-1.9 24.6 +/-2.2 22.0 +/-2.7 27.2+/-3.0 23.0+/- 2.5 26.0 +/- 4.1
GPT 5-41 U/L 14.8 +/-2.2 182 +/-2.3 15.6 +/-1.5 18.4+/-2.0 16.0 +/-2.3 17.4+/-3.0
LDH 240-480 U/L | 222.0 +/-21.6* | 314.0 +/-25.4* | 261.4+/-16.1 | 323.0+/-234 | 226.0+/-274 287.6 +/-34.7
CK 38-190 U/L 944 +/-17.1° | 132.6+/-15.6 | 138.6 +/-17.2 190.0 +/- 15.2 155.2 +/-13.9 186.2 +/-25.7°
Mioglobina 28-72 ng/ml | 29.0 +/-2.7**%° | 92.0 +/- 12.8%* | 41.2 +/- 3.5%* 109.0 +/-20.1* | 39.4 +/-3.8* 86.2 +/- 16.8*°
Colesterol total | 100-200 mg/dl 150.84/-6.6 | 162.6+/-11.4 | 148.2+/-10.5 159.4 +/- 9.3 136.2 +/-10.3 137.6 +/- 14.5
Triglicérido 50-150 mgy/dl 99.2 +/-21.8 92.6 +/-21.2 76.2 +/- 16.6 73.8 +/- 19.1 54.8 +/- 13.6 524 +/-11.1
HDL-colest > 40 mg/dl 70.8 +/- 8.2 73.4+/-9.3 72.2 +/-10.2 71.8 +/- 8.7 70.0 +/- 8.7 66.2 +/-9.5

*p<0.05 comparando antes y después de una etapa

**p<0.005 comparando antes y después de una etapa

°p<0.05 comparando antes y después de la competencia
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Cuadro No. 8

Peroxidacion lipidica a diferentes cargas de esfuerzo fisico

Carga fisica n MDA y 4-HDA (nmol/mL) % cambio
Antes Después

Carga intensa
prolongada: 6 | 9.86+/-0.92 13.04 +/- 1.36 32%
Competencia de ciclismo ascenso
profesional (4 dias).
Carga intensa de corta
duracion:
Prueba Wingate repetida | 10| 10.02 +/-0.92 | 13.24+/- 1.08 * | 32%
3 veces en ciclistas ascenso
profesionales
(1 hora).
Carga moderada,
repartida y prolongada: | 29| 8.11 +/- 0.47 6.81 +/-0.39 * 16%
Entrenamiento moderado descenso

de fuerza y resistencia en
estudiantes previamente
no entrenados

(8 semanas).
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Cuadro No. 9

Respuesta de TNF-a a diferentes cargas de esfuerzo fisico

Carga fisica

n

TNF-a (pg/ml)

Antes

Después

Incremento
en

Carga intensa:
Serie prolongada de
repeticiones maximas
hasta la fatiga
(90 minutos)

14

3.96 +/- 0.77

28.11 +/- 3.56%**

6x

Carga intensa:
Tres repeticiones de
prueba Wingate
(60 minutos)

10

4.07 +/- 0.61

7.71 +/- 0.85%*

0.9x

Carga intensa:
Competencia de ciclismo
profesional
(4 dias)

5.14 +/- 1.98

11.87 +/-2.43*

1.3x

Carga acumulada,

repartida y prolongada:

Entrenamiento de fuerza
y resistencia
(8 semanas)

29

2.02 +/- 0.38

10.94 +/- 1.31%**

4.4x
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Cuadro No. 10

Respuesta de IL-6 a diferentes cargas de esfuerzo fisico

Carga fisica

n

IL-6 (pg/ml)

Antes

Después

Incremento
en

Carga intensa:
Serie prolongada de
repeticiones maximas
(90 minutos)

14

18.29 +/- 1.89 20.37 +/- 1.92

0.1x

Carga intensa:

Tres repeticiones de prueba
Wingate

(60 minutos)

10

5.05+4/-0.87 | 21.47 +/- 4.88**

3.2x

Carga intensa:
Competencia de ciclismo
profesional
(4 dias)

0.92 +/- 0.28 292 +/-0.57*

2.2x

Carga acumulada,
repartida y prolongada:
Entrenamiento de fuerza y
resistencia
(8 semanas)

29

24.03 +/- 12.18 | 29.53 +/- 15.19

0.23x
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Cuadro No. 11

Respuesta de IL-1p a diferentes cargas de esfuerzo fisico

Carga fisica

IL-1B

Antes

Después

Incremento
en

Carga intensa:
Serie prolongada de
repeticiones maximas
(90 minutos)

14

1.13 +/-0.26

1.69 +/- 0.17

0.5x

Carga intensa:

Tres repeticiones de prueba
Wingate

(60 minutos)

10

0.38 +/- 0.06

3.80 +/- 0.54 ***

9x

Carga intensa:
Competencia de ciclismo
profesional
(4 dias)

1.44 +/- 0.90

3.04 /-0.93

1.1x

Carga acumulada,
repartida y prolongada:
Entrenamiento de fuerza y
resistencia
(8 semanas)

29

0.94 +/- 0.25

1.33 +/- 0.25

0.41x

109




Cuadro No. 12
Melatonina plasmatica a diferentes

cargas y duraciones de esfuerzo fisico

Melatonina en plasma AM

Carga Duracion | n (pg/ml) Incremento
Antes Después en
Competencia de
ciclismo profesional 4 dias 6 3.11 +/-0.28 6.33 +/- 1.12* 1.0x
Serie de tres pruebas
Wingate consecutivas 1 hora 10 | 2.06 +/-0.33 2.53 +/- 0.40 0.2x
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Cuadro No. 13

Incremento de los marcadores de dafio muscular post-ejercicio

segun carga fisica y nivel de entrenamiento

% Incremento de marcadores en sangre post-ejercicio

Luego de carga intensa | Luego de carga intensa Luego de carga
durante competencia | durante competencia moderada acumulada
de ciclistas de ciclistas amateur durante entrenamiento
Parametro profesionales (3 dias) de estudiantes
(4 dias) universitarios
(8 semanas)
n=6 n=5 n=29
GOT 58% 26% 7%
GPT 67% 18% 7%
CK 92% 97% 14%
Mioglobina 69% 197% 6%
LDH 16% 29% 10%
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Cuadro No. 14

Perfil metabdlico en estado de reposo de acuerdo al nivel de entrenamiento

Entrenamiento de ciclistas

Entrenamiento de estudiantes

Parametro Control
profesionales universitarios
n=6 (8 semanas)
n=29
Glucosa 70-100 mg/dl 83.0+/- 6.2 81.47 +/-2.98
Colest total | 100-200 mg/dl 154.0 +/- 7.3 141.6 +/- 4.4
Colest-HDL >40 mg/dl 58.0+/-2.6 502 +/-2.2
Colest- LDL | 50-125 mg/dl 64.1 +/-1.7 83.2+/-4.6
Triglicérido | 50-150 mg/dl 159.3+/- 35.9 95.8+/-59*
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Cuadro No. 15

Cortisolemia en respuesta a ejercicios intensos

**% p<0.0005
Cortisolemia (pg/dl)
Atletas Ejercicio intenso Antes Después
Luchadores Series de RM
(n=9) hasta fatiga 16.8 +/- 1.7 21.1+/-1.6
(una hora)
Jugadores de Series de RM
balonmano hasta fatiga 18.8 +/-2.2 23.0+/-1.7
(n=5) (una hora)
Ciclistas amateurs Competencia 11.1 +/-1.0 |19.7+/- 1.0 ***
(n=5) (cuatro dias)
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Anexo 2

Figuras
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Figura No. 1

Peroxidacion lipidica (MDA and 4-HDA en plasma)
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Figura No. 2

Concentraciones de GSH y GSSG en hematies
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Figura No. 3

Indice Redox (GSSG/GSH)
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Figura No. 4

Actividad de glutation peroxidasa en hematies
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Figura No. 5

Actividad de glutation reductasa en hematies
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Figura No. 6

Concentracion de melatonina en plasma
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Figura No. 7

Concentracion de 6-Sulfatoximelatonina en orina
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Figura No. 8

Concentraciones de citoguinas en plasma
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Figura No. 9

a - Prueba Wingate
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Figura No. 10

IL-6 en plasma (Prueba Wingate - Dia uno)
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Figura No. 12

TNF-a en plasma (Prueba Wingate - Dia uno)
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TNF-a en plasma (Prueba Wingate - Dia dos)
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Figura No. 14

IL-1B3 en plasma (Prueba Wingate - Dia uno)
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Figura No. 16

Regresion lineal de concentraciones de hidrogeniones e IL-6 en plasma
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Figura No. 17

Concentracion de melatonina en plasma (Prueba Wingate - Dia uno)
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Figura No. 18

Regresion lineal de creatina kinasa y mioglobina en plasma durante entrenamiento
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Figura No. 21

IL-6 plasmatica medido en reposo durante entrenamiento
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Figura No. 22

TNF-a plasmatica medida en reposo durante entrenamiento
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Figura No. 23

IL-1B plasmatica medida en reposo durante entrenamiento
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Figura No. 30

Respuesta de citoquinas pro-inflamatorias
Vuelta Vedasoa 2008
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