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Que el ejercicio fisico intenso o moderado, sobretodo el excéntrico
provoca daino muscular es un hecho universalmente aceptado. Los estudios
realizados hasta el momento sugieren que los efectos inmediatos asociados a
la lesion muscular son de tipo mecanico, y se originan fundamentalmente por la
tensién soportada por el sarcomero de la fibra muscular. Experimentos de tipo
mecanico han demostrado como una excesiva tensidon en el sarcomero es la
causa primaria de la lesion muscular (Lieber et al., 1999). Estos mismos
autores postulan que esta excesiva tension provoca una disrupcién intra y/o
extracelular de las membranas que permite la hidrélisis de proteinas
estructurales, provocando a su vez la desestructuracion miofibrilar que se
observa habitualmente. Posteriormente aparece el fendmeno de la inflamacién,
la cual ayuda a degradar y reparar el tejido. La prevencion de la inflamacion

conlleva una pérdida de la funciéon muscular mas duradera.

El dafio muscular asociado al ejercicio fisico ha sido estudiado tanto
desde el campo bioquimico como desde el campo histologico, viéndose que
dicho dano ocurre tanto en animales como en humanos. Este dafo va ligado a
una alteracion de las propiedades contracties musculares, con Ila
correspondiente pérdida de fuerza maxima voluntaria (Balnave et al., 1993;
Nosaka et al., 1991).

Con el desarrollo de la biologia molecular dentro del terreno de la
actividad fisica y en particular con el desarrollo de la biotecnologia en el ambito
del rendimiento deportivo se ha contribuido muy notablemente al avance en el
campo de los marcadores de dafo musculo esquelético, siendo este hasta el
momento un terreno muy virgen en la aplicacion de dichas técnicas bio-
moleculares. El impulso tecnolégico y conceptual que ha representado los
anticuerpos monoclonales ha aportado una poderosa y valiosisima herramienta

diagndstica.

En la actualidad son los inmunoensayos los métodos mas usados para
la identificacion y cuantificacion de moléculas en quimica clinica. Aportan una
gran sensibilidad al mismo tiempo que una gran especificidad. A pesar de

algunas controversias, se considera que la deteccion, incluso en pequeias

-2-
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cantidades, de proteinas ligadas a estructuras intracelulares (mitocondrias,
nucleo, complejo contractil celular) es siempre indicativa de necrosis (Santalo
et al, 2003).

Diversos marcadores han sido propuestos para determinar el dafo
muscular, pero todos los parametros disponibles actualmente tienen
limitaciones. La liberacién de enzimas musculares no refleja claramente el dafio
estructural del musculo como se ha estimado por analisis histolégico. Hoy en
dia en el terreno deportivo, las técnicas utilizadas, como la determinacién de
creatinquinasa y lactodeshidrogenasa, presentan graves problemas de rapidez
y fiabilidad en el diagndstico y deteccién de las proteinas contractiles (Clarkson
et a/, 1986; Prou et a/, 1996). La actividad enzimatica de CK en suero o la
concentracion de MDA en plasma pueden no aumentar durante el
sobreentrenamiento y cambios en estos parametros bioquimicos pueden
reflejar solo una sobrecarga muscular (Komulainen et a/, 1995). Sin embargo,
después de ejercicio prolongado, las citoquinas se producen localmente en el

musculo esquelético.

La produccion de citoquinas pro-inflamatorios puede contribuir a una
disminucién en la funcion inmune y a una susceptibilidad creciente a
infecciones especificas. La alteracién de las defensas inmunitarias que resulta
de la produccién de estas citoquinas entra dentro de los cuadros clinicos del

sobreentrenamiento.

Frente a ello, esta la alternativa de utilizar técnicas de biologia molecular
que detectan especialmente las moléculas de actina (Aranega et al/, 1999;
Velez et al/, 2000) y miosina directamente, ya que estas proteinas estan
estrechamente relacionadas con la contraccion muscular (Korn et a/, 1982). Es
necesario pues, utilizar una tecnologia de alta sensibilidad y fiabilidad (Creagh
et al, 1998) capaz de detectar proteinas indicadoras de sufrimiento muscular
en un tiempo reducido y con alta seguridad, especialmente en los casos de
dudas diagnosticas mediante la clinica y la analitica correspondiente. Dicha

tecnologia debe permitir la optimizacién de los recursos y a una reduccién
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significativa de los efectos negativos de la inactividad deportiva, asi como el
aumento del rendimiento controlado. En el caso del entrenamiento deportivo
disponer de un marcador util para establecer los umbrales del esfuerzo en

dicho entrenamiento.

El detectar proteinas tanto cuantitativa como cualitativamente, puede ser
de una gran relevancia en el campo del entrenamiento de deportistas altamente
cualificados para una disciplina especifica (Booth et al., 2002), donde el ajuste
maximo de los programas de entrenamiento es vital para la consecucion de las

marcas, y para la realizacion de programas de rehabilitacion (Jin et a/, 2000).

1. ANATOMIA FUNCIONAL Y ESTRUCTURAL DEL MUSCULO
ESQUELETICO.

Alrededor del 40% del organismo estd constituido por musculo
esquelético, y quiza otro 10% corresponde a musculo liso y musculo cardiaco
(Epstein et al, 1998). Muchos de los mismos principios de contraccion se
aplican a todos estos diferentes tipos de musculos, pero en este punto se

considerara principalmente la funcion del musculo esquelético.

1.1. ANATOMIA DEL MUSCULO

Existen dos grandes categorias fundamentales de tejido muscular: el
musculo liso y el estriado. EI muasculo liso estd compuesto por células
fusiformes, de un solo nucleo. Se contrae en respuesta a la estimulacién del

sistema nervioso autonomo, y por ello, no esta sometido a un control voluntario.

El muasculo estriado aparece asociado con el esqueleto y es el
responsable del movimiento locomotor y de otros movimientos voluntarios. Esta
inervado por el sistema nervioso cerebroespinal. Esta constituido por unidades
cilindricas muy largas, fibras musculares, que son sincicios multinucleados que
contienen un gran numero de filamentos citoplasmicos densamente apretados

y con una disposicion altamente ordenada (Gordon et a/, 2000).
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El musculo estriado es el tipo que asociamos con mas frecuencia al
término musculo, ya que son los musculos estriados de los brazos, las piernas,
los parpados, etc, los que hacen posible los movimientos voluntarios. El
musculo liso rodea los érganos internos como los vasos sanguineos, el
intestino y la vesicula biliar, que son capaces de realizar unas contracciones
lentas y mantenidas, que no estan bajo un control voluntario. EI musculo
cardiaco puede considerarse una forma especializada de musculo estriado,
adaptado para realizar los latidos involuntarios repetidos del corazén (Rayment
et al, 1994).

En la siguiente Figura 1 se muestran los niveles sucesivos de
organizacion de un musculo estriado caracteristico de un vertebrado. Las fibras
musculares individuales, son en realidad células multinucleadas muy largas (1-

40 nm) formadas por la fusion de células precursoras musculares.

Fazciculo
muscular

Fikbra
muscular

Sarcomero

M

¥ { [rizsems)

|

Filamertos de miosina
Filamerct_-:-E_hd_ELactina
S
H H H
-H
Banda | Banda & Banda |

FIGURA 1. CONFORMACION DEL MUSCULO ESQUELETICO DESDE EL NIVEL MICROSCOPICO AL
MOLECULAR
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1.1.1. Elemento contractil de la célula muscular: la miofibrilla.

La fibra muscular es una célula alargada, con aspecto estriado y
multiples nucleos, donde la mayor parte del citoplasma (unas dos terceras
partes de su masa seca) esta ocupada por una estructura que representa una

especializacion de este tipo de células: las miofibrillas.

Las miofibrillas son elementos cilindricos de 1-2 uym de diametro
dispuestas paralelamente al eje principal de la célula que se extiende a lo largo
de la fibra muscular, y presenta prominentes bandas seriadas, responsables de
la apariencia estriada de la célula muscular. Estos son los verdaderos
elementos contractiles de la misma, como lo demuestra su capacidad de
contraerse aisladamente fuera de la célula cuando se les afiade Ca*'y ATP
(Alberts et al., 1989).

Cada miofibrilla esta formada a su vez por una cadena de diminutas
unidades contractiles, compuestas por ensamblajes repetidos de proteinas
citoesqueléticas. Estas unidades estructurales se denominan sarcomeros, de
2.5 ym de longitud, que se repiten regularmente, y son facilmente visibles a
microscopio O6ptico. Los sarcémeros de las miofibrillas adyacentes estan
alineados, dando a la célula un aspecto estriado y caracteristico (Forbes et al.,
1984).

Asi, la miofibrilla, muestra segmentos fuertemente refringentes y oscuros
en el musculo fresco e intensamente tenidos con hematoxilina férrica que se
alternan con otros menos refringentes que permanecen practicamente sin tefir.
Al observar el musculo con el microscopio de luz polarizada se invierte el
contraste de las bandas. Las bandas que se tifien fuertemente son ahora
birrefringentes o anisétropas (Bandas A), mientras que las bandas que se tifien
ligeramente son isotropicas (Bandas 1). La longitud de la banda A permanece
constante en todas las fases de la contraccién, no asi la banda | que es mas
larga con el musculo estirado y mucho mas corta cuado este esta contraido
(Gordon et a/, 2000).
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FIGURA 2 .REPRESENTACION DE UNA SARCOMERA.

Se describe una linea transversal mas oscura que divide la banda | por
la mitad y que se conoce como Linea Z (Figura 2). En preparaciones
histolégicas mucho mas finas puede verse una zona mas palida la llamada
banda H, atravesando la banda A. En su interior, hay localizada una linea
oscura estrecha, la banda M o linea M, localizada precisamente en el medio de
la banda A (De Robertis et al, 1987) (Figura 2).

Asi pues, cada sarcomero esta comprendido entre dos lineas Z
adyacentes (Offer, 1974) y contiene todos los componentes contractiles de la

miofibrilla.

1.1.2. Miofilamentos: filamentos gruesos y delgados.

Al microscopio electronico, se observa que las miofibrillas estan
constituidas por filamentos longitudinales de dos tipos diferentes: los

miofilamentos.
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Estos grupos de filamentos proteicos paralelos y parcialmente
superpuestos, son los filamentos delgados y los filamentos gruesos (Warber et
al., 1986). Los filamentos delgados tienen una longitud aproximada de 1.0 ymy
un diametro de 8 nm (Malhotra et al., 1981) y se extienden desde la linea Z de
la banda | hasta la banda A donde penetran, sin llegar a alcanzar la zona H.
Los filamentos gruesos tienen una longitud de 1.6 ym y un diametro de 15 nmy
ocupan la banda A se superponen ambos tipos de filamentos, en la banda |
sblo se encuentran los filamentos delgados y en la zona H de la banda A sélo

existen filamentos gruesos.

En la banda A se observan puentes que se extienden desde los
filamentos gruesos hacia los filamentos delgados y que corresponden a las
cabezas de las moléculas de miosina. A nivel de la linea M cada filamento
grueso se asocia a 6 filamentos gruesos adyacentes, a través de puentes
proteicos dispuestos radialmente (Carroll et al., 2004).
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FIGURA 3 .REPRESENTACION DE LAS FIBRAS DEL MUSCULO ESQUELETICO.

La molécula de miosina-Il esta formada por 2 polipéptidos de 220 kD
cada uno (cadenas pesadas 0 meromiosina pesada) y 4 polipéptidos de 20 kD
cada uno (cadenas ligeras o meromiosina ligera). Esta organizada en 3
dominios estructural y funcionalmente distintos: cabeza, cuello y cola. En el

extremo NH2-terminal las 2 cadenas pesadas presentan una estructura
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globular, llamada cabeza, la que se continda en una zona con forma de bastén,
de unos 150 nm de largo, cuya porcion inicial corresponde al cuello de la

molécula y el resto a la cola (Baumann et a/, 2004) (Figura 3) .

En el musculo estriado, cada filamento grueso es una estructura bipolar
formada por la asociacion antiparalela de alrededor de 300 moléculas de
miosina-ll. La regién central del filamento grueso estd compuesta de un
conjunto de colas dispuestas en forma solapada y antiparalela. Los filamentos
gruesos son simétricos a nivel de la region central desnuda y su polaridad se
revierte a ambos lados de esta zona. Las cabezas protruyen del filamento en
un ordenamiento helicoidal a intervalos de 14 nm. Los filamentos finos a que se

enfrenta cada extremo del filamento grueso estan también polarizados.

En la molécula de miosina existen dos sitios que pueden experimentar
cambios conformacionales: uno a nivel de la unién de la cabeza con la cola y
otro a nivel del sitio en que el inicio de la cola se une al cuello de otras
moléculas de miosina (Baumann et al.,, 2004). Estas modificaciones se
relacionan con las interacciones que establece la molécula de miosina con ATP
y/o G-Actina. Las cabezas de la molécula forman los puentes transversales del
filamento de miosina y son el asiento de la actividad ATPasica de la miosina y
el lugar de enlace con el ATP. Los filamentos delgados estan formados por
Actina, Tropomiosina y Troponinas, proteinas que se relacionan directamente

con el proceso de acortamiento del sarcomero (Figura 4).

Filaifs et da Filamento Mondrmero de actina Trapominsina Troponina

miosing de actina

Cabeza
Molécula de miosina  globular

Cadena polipeptidica lineal

FIGURA 4. IMAGEN DE LOS FILAMENTOS.
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Los microfilamentos de Actina filamentosa (Actina F) estan constituidos
por 2 hebras proteicas, que se enrollan para formar una estructura helicoidal
doble cuyas cadenas se cruzan cada 36 a 37 nm. Por cada vuelta hay 13 a 14
monomeros globulares de Actina (Grazi et al., 2004) (Figura 4). Es la proteina
mas abundante, representa un 25% de total de la miofibrilla. Su peso molecular
es de 42 Kd. Cada hebra corresponde a un polimero de moléculas asimétricas
de G Actina, lo que otorga a los microfilamentos de Actina una polaridad
definida.

La Tropomiosina representa el 5-10% del total. Es una molécula con
forma de bastén, de alrededor de 40 nm de longitud, que corresponde a un
dimero de 2 cadenas- alfa hélice idénticas, que se enrollan una respecto de la
otra para formar filamentos que corren a lo largo de ambos bordes del

microfilamento de F-Actina (Grazi et a/, 2004) (Figura 4).

La Troponina es un complejo de 3 subunidades que se dispone en forma
discontinua a lo largo del microfilamento. El complejo esta formado por TnT,
que se une fuertemente a la Tropomiosina, ThC que une iones calcio y Tnl que
se une a Actina. En los filamentos finos, cada molécula de Tropomiosina
recorre 7 moléculas de G-Actina y tiene un complejo de Troponina unido a su

superficie (Figura 5).

Los filamentos delgados de sarcémeros vecinos anclan en la linea Z a
través de las proteinas alfa-actina y Cap Z, que se unen selectivamente al
extremo (+) de los filamentos de Actina. Otras proteinas estructurales son la p
alfa actinina, la proteina de 85 K, la proteina C, proteinas de la linea M,

conectina o titina, etc.
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FIGURA 5. ESQUEMA DE LA ORGANIZACION MOLECULAR DE LOS MIOFILAMENTOS.
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1.1.3. Reticulo sarcoplasmico y tubulos T (tubulos transversos)

En el musculo esquelético, cada miofibrilla estad rodeada de un elaborado
sistema de membranas lisas que corresponden al reticulo sarcoplasmico. Estas
membranas estan alineadas en forma precisa con respecto al patron de
bandeo de las miofibrillas. En la zona de unién de la banda A con la banda | el
reticulo sarcoplasmico se expande para formar las cisternas terminales. Las 2
cisternas terminales paralelas se asocian estrechamente a un tubo transverso

(T), formando un complejo denominado triada.

El sistema de tubos T, estd formado por numerosos tubulos continuos
con la membrana plasmatica (sarcolema) de la célula muscular. Cada uno de
estos tubulos corre transversalmente entre 2 cisternas terminales. Aunque las
cisternas terminales y el tubulo T estan fisicamente separados, el espacio entre
ellos aparece ocupado regularmente por estructuras que se asocian
estrechamente a la membrana de ambos sistemas. La contraccion de una fibra
muscular requiere de la contraccién simultanea de todas sus miofibrillas. La
forma y distribucion del sistema T permite que la onda de despolarizacion,
responsable de la contraccion muscular, se distribuya rapidamente desde la

superficie celular hacia el interior del citoplasma alcanzando a cada miofibrilla.

La despolarizacion de la membrana plasmatica de la célula muscular,
que se propaga a lo largo de los tubulos T, produce la apertura de canales de
Ca++ en la membrana del reticulo sarcoplasmico y la liberacion de Ca++ hacia
el citosol. Se piensa que la onda de despolarizacién induce un cambio
conformacional en proteinas sensoras del tubulo T, que se transmite
directamente a la proteina que forma los canales de Ca++ del reticulo

sarcoplasmico.

1.1.4 Puentes cruzados en reposo.

En reposo, los miofilamentos estan distendidos, el proceso ciclico de
generacion de fuerza se encuentra desactivado. A relativamente bajas

concentraciones de calcio se desencadena la reaccion de interacciones entre la
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Actina y la miosina mediada por el complejo Troponina y Tropomiosina.
Estudios de difraccion de rayos x y su reconstruccion tridimensional permiten
sostener la idea de que la interaccion entre Actina y miosina se encuentra
bloqueada por la posicién de la Tropomiosina. Es evidente que el modelo del
bloqueo conformacional es facil de comprender y didacticamente util para
explicar el estado de contraccion pero debe ser reconsiderado. El bloqueo
estérico implica que no hay interacciones en estado relajado, sin embargo, hay
evidencias de que una parte sustancial de los puentes cruzados permanecen
unidos débilmente entre los filamentos delgados (Solaro et al, 1996).
Importantes evidencias indican que el ciclo de la ATPasa ocurre sin disociacion

de las interacciones con la Actina y la débil unién no generadora de fuerza.

1.1.5. Puentes cruzados en trabajo.

El mecanismo por el cual el musculo estriado desarrolla fuerza y se
acorta esta basado en la idea de que las cabezas de miosina (los puentes o
miosina S1) sobresalen del filamento grueso para reaccionar con los filamentos
delgados en una reaccién ciclica impulsada por ATP (Hibberd et a/, 1986;
Irving et al., 1997). La superficie de union de la region aminoterminal de la
miosina se extiende a lo largo de dos Actinas incluyendo tanto el extremo
amino como carboxiterminal de la Actina. Un paso en el ciclo consiste en que
un nucleétido libre establece un puente firme con la Actina permitiendo ampliar
el numero de contactos entre miosina y los filamentos delgados. Esta
interaccion se produce por la combinacion de interacciones complementarias,

hidrofdbicas e idnicas asi como por puentes de hidréogeno.

La union del nucledtido inicia sustanciales cambios en la relacion entre
Actina y miosina, resultando la disociacion y eventual generacion de fuerza
impulsada por la hidrdlisis de ATP. Los contactos electrostaticos entre las
cargas positivas del extremo amino de las cadenas ligeras de la miosina y los
residuos cargados negativamente del extremo carboxilo de la Actina forman
una region secundaria de contactos entre los puentes cruzados y los filamentos
delgados. Aunque la funcidn fisiolégica de las cadenas ligeras de la Actina no

esta aclarada, hay fuertes evidencias de que la interaccion puede modular de
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forma significativa el ritmo de los ciclos (Morano et a/, 1995) y el nivel de

potencia de las interacciones de los filamentos delgados.

La activacion de la interaccion entre la Actina y la miosina conlleva el
movimiento y rotacion de la Tropomiosina sobre los filamentos delgados y un
cambio en la estructura de la Actina (Squire et a/, 1993; Lorenz et a/, 1995). La
dinamica y a la vez extensa interaccion entre la Tropomiosina y los filamentos

delgados requiere de interacciones muy flexibles entre las proteinas.

La Tropomiosina es una proteina de estructura alfa-hélice formada por
un dimero de dos hebras asociadas enfrentando las caras que contienen las
cadenas hidrofdbicas que se enredan unas sobre las otras. La Tropomiosina se
dispone sobre la Actina en una proporcién de una Tropomiosina por cada siete
monomeros de Actina. La disposicion envolvente de la Tropomiosina a lo largo
de la cadena de Actina deja al descubierto, a lo largo de su recorrido, distintas

areas o zonas de la Actina.

1.2. FIBRAS MUSCULARES ESQUELETICAS

Se distinguen 3 tipos de fibras musculares esqueléticas: rojas, blancas e

intermedias.

Las fibras rojas, que abundan en los musculos rojos, son de diametro
pequeno y contienen gran cantidad de Mioglobina y numerosas mitocondrias,
que se disponen en filas entre las miofibrillas y en acumulos por debajo del
sarcolema. Los musculos rojos se contraen mas lentamente, por lo que se ha
asumido que la fibra roja es una fibra lenta por su menor velocidad de

conduccion del impulso nervioso (50 — 80 m/seg) (Carroll et al., 2004).

Las fibras blancas, presentes en los musculos blancos, son de diametro
mayor, poseen menor cantidad de Mioglobina y un numero menor de
mitocondrias que se disponen, de preferencia, entre las miofibrillas, a nivel de

la banda |. En este tipo de fibras la linea Z es mas delgada que en las fibras
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rojas. Las fibras blancas o rapidas son menos excitables pero tienen una mayor

velocidad de conduccion del impulso nervioso (70 — 110 m/seg).

Las fibras intermedias presentan caracteristicas intermedias entre las
otras 2 variedades de fibras, pero superficialmente se asemejan mas a las
fibras rojas y son mas abundantes en los musculos rojos. Poseen un numero
de mitocondrias equivalente al de las fibras rojas, pero su linea Z es delgada
como en las fibras blancas corren paralelos a los filamentos gruesos,

terminando a nivel de la banda H que contiene sélo filamentos gruesos.

1.2.1. Fibras musculares de contraccion lentay de contraccion rapida:

No todas las fibras musculares son iguales. Un mismo musculo
esquelético contiene dos tipos principales de fibras: de contraccién lenta (ST,
del inglés show-twitch) y de contraccion rapida (FT, del inglés fase-twitch). La
mayoria de las clasificaciones (como la realizada anteriormente) se refieren a
estos extremos como fibras del Tipo | rojas de contraccién lenta (ST) y fibras
del tipo Il blancas, de contraccion rapida (FT), donde la diferencia en el color se
debe al hecho de que las fibras rojas tienen un contenido mas elevado de

mioglobina.

Las fibras de contraccién lenta necesitan aproximadamente 110 ms para
alcanzar su maxima tensién cuando son estimuladas. Las fibras de contraccién
rapida, por otro lado, pueden alcanzar su maxima tension en unos 50 ms
(Brooke et al, 1970).

Aunque sélo se ha identificado un tipo de fibra ST, las fibras FT pueden
clasificarse con mayor detalle. Los dos tipos de fibras FT son las de contraccion
rapida de tipo a (FTa) y las de contraccion rapida de tipo b (FTb). Se han
identificado un tercer subtipo de fibras de contraccion rapida: las de tipo c
(FTc).

Las diferencias mas significativas entre las fibras FTa, FTb y FTc no se

entiende del todo, pero se cree que las fibras FTa son las que se movilizan con
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mas frecuencia. Unicamente las fibras ST se movilizan con mayor frecuencia
que las fibras FTa. Las fibras FTc son las que se usan con menor frecuencia.
Por termino medio, la mayoria de los musculos estdn compuestos por
aproximadamente un 50 % de fibras ST y un 25 % de fibras FTa. El restante
25 % son principalmente fibras FTb, formando las fibras FTc solamente del 1%
al 3 % del musculo. Puesto que los conocimientos sobre ellas son limitados, no
vamos a seguir sobre las fibras Ftc. El porcentaje exacto de este tipo de fibras
en diversos musculos varia enormemente, por lo que las cifras citadas aqui son

promedios (Brooke et al., 1970).

Tal como se ha mencionado antes, los porcentajes de fibras ST y FT no
son los mismos en todos los musculos del cuerpo. Generalmente los musculos
de las extremidades superiores y de las inferiores de una persona tienen
composiciones de fibras similares. Diversos estudios han demostrado que las
personas con predominio de fibras ST en los musculos de sus piernas tendran
probablemente también un alto porcentaje de fibras ST en los musculos de sus
brazos. Para las fibras FT existe una relacion similar. Hay algunas
excepciones, no obstante. El musculo sdéleo (en la pantorrilla, por debajo de los

gemelos), por ejemplo, esta compuesto casi enteramente por fibras ST.

1.2.2. Tipos de fibras y Ejercicio Fisico.

Hemos visto las distintas maneras en que difieren las fibras ST (fibras
rojas) y FT (fibras blancas). Basandonos en las diferencias existentes,
podemos esperar que este tipo de fibras tenga también diferentes funciones

cuando se esta fisicamente activo (Buchthal et al., 1970).

Fibras ST. En general, las fibras musculares de contraccion lenta
tiene una elevada resistencia aerébica (en presencia de oxigeno). Las fibras
ST son muy eficientes en la produccion de ATP a partir de la oxidacion de

los hidratos de carbono y de las grasas.
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Recordamos que la ATP se necesita para producir la energia
necesaria para la accion y la relajacion muscular. Mientras dura la oxidacion,
las fibras ST continuan produciendo ATP, permitiendo que las fibras sigan
activas. La capacidad para mantener la actividad muscular durante un
periodo de tiempo prolongado es conocida como resistencia muscular, por lo
que las fibras ST tienen una elevada resistencia aerdbica. Por ello, se
movilizan con mas frecuencia durante las pruebas de resistencia de baja
intensidad, tales como las carreras de maratdn o al nadar por la calle de una

piscina.

Fibras FT. Por otro lado, las fibras de contraccién rapida tienen una
relativamente mala resistencia aerdbica. Estdn mejor adaptadas para rendir
anaerobicamente (sin oxigeno) que las fibras ST (Buchthal et al., 1970). Esto
significa que su ATP se forma a través de las vias anaerdbicas, no mediante

la oxidacion.

Las unidades motoras FTa generan considerablemente mas fuerza
que las unidades motoras ST, pero se fatigan facilmente debido a su limitada
capacidad de resistencia. Asi, las fibras FTa parece que se usan
principalmente durante las pruebas leves de resistencia de alta intensidad

tales como la carrera de una milla o los 400 metros de natacion.

Aunque la trascendencia de las fibras FTb no se conoce del todo,
aparentemente no son activadas con facilidad por el sistema nervioso. Por ello,
se usan mas bien con poca frecuencia en las actividades normales de baja
intensidad, pero se emplean predominantemente en las pruebas altamente

explosivas (Buchthal et al., 1970).
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FIGURA 6. UNA FOTOMICROGRAFIA MOSTRANDO FIBRAS MUSCULARES DE CONTRACCION
LETA (ST) Y DE CONTRACCION RAPIDA (FT)

2. MECANISMO DE LA CONTRACCION MUSCULAR

Muchas de las caracteristicas de la contraccion muscular se pueden
demostrar especialmente bien mediante el desencadenamiento de sacudidas
musculares unicas, que consiste en la excitacion eléctrica instantanea del
nervio de un musculo, o haciendo pasar un corto estimulo eléctrico a través del
propio musculo. Esto da lugar a una unica contraccion brusca que dura una

fraccidon de segundo (Martin et al., 1998).

Las interacciones de la actina con la miosina producen una fuerza
contractil coherente, que convierte la energia quimica en trabajo mecanico. La
energia para la contraccién muscular proviene de la hidrélisis del ATP a ADP y
fosfato inorganico (Pi). Sin embargo no se detecta ninguna diferencia
importante entre el nivel de ATP de un musculo en reposo y el de un musculo
que se contrae activamente. Esto se debe a que en el citoplasma de la célula
muscular existe un sistema de almacén muy eficiente para la regeneracion del
ATP. Existen niveles altos de otro compuesto de fosfato activo, la fosfocreatina,

y el enzima creatina quinasa, que cataliza una reaccion entre este compuesto
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y el ADP, generando creatina y ATP (Bessman et al., 1981). Asi, tras un rapido
aumento de la actividad muscular, es el nivel intracelular de fosfocreatina el
que disminuye, aunque la maquinaria contracti consuma ATP. Por
consiguiente, la reserva de fosfocreatina actua suministrando energia al ATP
igual que una bateria, siendo recargado (cuando el musculo esta en reposo) a

partir del ATP que se genera en las oxidaciones celulares.

La hidrdlisis de ATP durante la contraccion muscular es una
consecuencia directa de la interaccién de la miosina con la actina. Incluso, por

si sola, la miosina actua como un enzima que puede hidrolizar ATP (ATPasa).

El paso que limita la velocidad, no es ni la union inicial del ATP a la
miosina, ni la hidrdlisis misma, pues ambas son extremadamente rapidas, sino
la liberacion de los productos de la hidrdlisis del ATP (el ADP y el fosfato
inorganico, Pi). Estos permanecen estrechamente unidos formando un
complejo no-covalente dentro de la molécula de miosina, que impide la unién y
la hidrolisis posterior de mas ATP. La actina estimula fuertemente la velocidad
de hidrdlisis del ATP por la miosina. En presencia de actina, cada molécula de
miosina hidroliza entre 5 y 10 moléculas de ATP por segundo, valor
comparable a los medidos en el musculo en contraccion. La estimulacion de la
ATPasa de la miosina por parte de los filamentos de actina refleja una
asociacion fisica entre ambas. Esta asociacion no afecta al paso en que la
miosina hidroliza el ATP, sino que la actina provoca una liberacion mas rapida
de ADP y del Pi de la molécula de miosina, la cual queda asi libre para unir otra
molécula de ATP e iniciar de nuevo la reaccion (Adelstein et al., 1980;
Hartshorne et al., 1982; Stein et al., 1984).

Tanto la hidrolisis de ATP como la unién con la actina ocurren en la
cabeza globular de la miosina. Las dos cabezas separadas (producidas por la
rotura con papaina de la miosina) tienen unos 120 daltons cada una y, como ya
se comento, reciben el nombre de subfragmento 1 de miosina (Fragmento S1).
Ya hemos comentado anteriormente que estas cabezas conservan toda la

actividad ATPasa y las propiedades de union con la actina, de forma que se
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pueden utilizar para estudiar la interaccion entre la actina y la miosina
(Adelstein et al., 1980).

Relaxed

Myosin head Thick filament Thin filament

' ' A band e i

FIGURA 7. IMAGEN DESCRIPTIVA DE LA CONTRACCION Y RELAJACION MUSCULAR.

Los filamentos gruesos y delgados se deslizan unos con respecto a otros
produciendo la fuerza mecanica para la contraccion muscular. Este mecanismo
molecular ha sido estudiado por diversos autores (Ford et al., 1977; Eisenberg
et al., 1978; Eisenberg et al., 1980) que evaluan el siguiente modelo: una
cabeza de miosina, portadora de los productos de una hidrélisis anterior del
ATP (ADP y Pi), se desplaza desde su posicion en el filamento grueso hasta la
proximidad inmediata de una subunidad vecina de actina. Se cree que este
movimiento ocurre por difusion fortuita y que requiere flexibilidad de la
molécula de miosina proporcionada por sus zonas “bisagra”. Cuando la miosina
se une con la actina, el ADP y el Pi se liberan de la cabeza de miosina,
haciendo que esta se incline, empujando asi a todo el resto del filamento
grueso. Al final de este “golpe de fuerza”, una nueva molécula de ATP se une a
la cabeza de miosina y la separa de nuevo del filamento de actina. La hidrolisis
del ATP unido relaja rapidamente la cabeza de miosina hasta su conformacion

original, y la prepara para un segundo ciclo (Huxley et al., 1983) (Figura 7).
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2.1. ESTIMULACION DE LA CONTRACCION MUSCULAR: PAPEL DEL CALCIO.

La sustancia crucial que estimula la contraccion no es el ATP, que
generalmente esta disponible en la miofibrilla, sino el Ca®". Para comprender
como regula el calcio la contraccion muscular, debemos examinar la estructura

molecular del filamento delgado con un poco mas de detalle.

Un filamento delgado, como el que se encuentra en el musculo estriado,
es algo mas que un simple polimero de actina F. Hay otras cuatro proteinas,
que son esenciales para la funcion contractil de los filamentos delgados. Una
de estas proteinas es la Tropomiosina, una proteina fibrosa que se encuentra
en forma de dimeros alargados, situados a lo largo del surco de la hélice de
actina F o cerca del mismo. Unida a dicha molécula nos encontramos a tres
proteinas pequefias denominadas troponinas |, C y T. La presencia de la las
tropomiosinas y de las troponinas inhibe la unién de las cabezas de miosina a
la actina, a menos que haya calcio en una concentracién de aproximadamente

10 M. En el musculo en reposo, las concentraciones de calcio estan préximas

a 10" M, por lo que no pueden formarse nuevos puentes cruzados (Martin et
al., 1998).

FIGURA 8. REGULACION DE LA CONTRACCION MUSCULAR POR EL CALCIO.

Una entrada de Ca?* estimula la contraccién, por que el ion se une a la
troponina C, lo que da lugar a un reordenamiento del complejo troponina-
tropomiosina. Este desplazamiento hace disponibles lugares nuevos en la

actina para la unién por las cabezas de miosina (Figura 8).
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Hemos explicado la activacion de la contraccion muscular desde la
entrada de calcio a las miofibrillas; pero por qué se produce esta entrada. La
respuesta puede hallarse con una observacion mas detallada de la célula
muscular. En el interior de la célula, cada miofibrilla esta rodeada por una
estructura denominada reticulo sarcoplasmico, formada por tubulos
membranosos. Como hemos comentado, en los musculos en reposo, la
concentracion de Ca®* en la miofibrillas se mantiene aproximadamente en 107
M, mientras que la concentracion de Ca®" en la luz del reticulo sarcoplasmico
puede ser 10 000 veces mayor. Los impulsos de los nervios motores
despolarizan la membrana del reticulo sarcoplasmico, con lo que se abren los
canales de Ca2+ y se vierte el calcio fuera de la luz en las miofibrillas,
estimulando la contraccién. La sefial se transmite rapidamente a todo el reticulo
sarcoplasmico de una miofibrilla, a través de los tubulos T (Rayment et al/,
1994).

Aunque un cambio brusco de la concentracion de Ca2+ es la sefial
universal para la contraccién muscular, evidentemente no puede proporcionar

de por si la energia necesaria.
2.2. EFICACIA DE LA CONTRACCION MUSCULAR

La eficacia de una maquina o de un motor, se calcula como el porcentaje
de energia aportada que es convertido en trabajo y no en calor. El porcentaje
de la energia aportada al musculo (la energia quimica de los nutrientes) que se
puede convertir en trabajo, incluso en las mejores condiciones, es inferior al
25%, mientras que el resto se convierte en calor. La razéon de esta baja
eficiencia reside en que alrededor de la mitad de la energia de los nutrientes se
pierden durante la formacion de ATP e, incluso entonces, tan sélo un 40-45%
de la energia del propio ATP se puede convertir posteriormente en trabajo
(Clarkson et al, 1996) (Figura 9).

Tan solo se consigue una eficiencia maxima cuando el musculo se
contrae a una velocidad moderada. Si el musculo se contrae lentamente o sin

movimiento alguno, durante la contraccion se liberan grandes cantidades de
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calor de mantenimiento, aunque el trabajo realizado sea escaso o nulo, por lo
que disminuye la eficacia. Por otra parte, si la contraccion es demasiado rapida,
una gran proporcion de la energia se utiliza para vencer la friccion por
viscosidad dentro del propio musculo, lo cual también reduce el rendimiento de
la contraccion. Por lo comun, la eficacia maxima se alcanza cuando la
velocidad de contraccion es de alrededor un 30% del maximo (Epstein et a/,
1998).

Tropomiosina  Filamento de actina _ Troponina

Sitio de unidn
de miosina

FIGURA 9. MECANISMO MOLECULAR DE LA CONTRACCION MUSCULAR

2.3. TIPOS DE CONTRACCION MUSCULAR.

Tradicionalmente, se definen los siguientes tipos de contraccion
muscular o acciéon muscular empezando con el prefijo “iso” (que significa igual):
isoténica (tensiobn muscular constante), isométrica (longitud muscular
constante) e isocinética (velocidad de movimiento constante). Ademas, el
movimiento se puede producir bajo condiciones concéntricas (acortamiento

muscular) y excéntricas (elongamiento muscular) (Johnson et a/., 1976).
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Isométrico significa literalmente “igual longitud”, un estado que sdlo se
produce cuando un musculo esta relajado. De hecho, no es la longitud
muscular sino el angulo articular lo que permanece constante. Una contraccion
isométrica se puede definir de forma mas precisa como una contraccion
muscular que tiene lugar cuando no existe un movimiento externo o un cambio
en el angulo articular. Se produce cuando la fuerza producida por un musculo
equilibra exactamente la resistencia impuesta sobre él y sin producirse ningun
movimiento. Aunque no es incorrecto, el término isométrico se podria sustituir

por la palabra estatico, sin sacrificar ningun rigor cientifico.

Isoténico: dicho término deberia evitarse en la mayoria de las
ocasiones, ya que es virtualmente imposible que las tensibn muscular
permanezca igual mientras se produce el movimiento articular a lo largo de
cualquier movimiento. Una tension constante, es sélo posible durante una corta
amplitud de movimiento y bajo unas condiciones de movimiento muy lentas o
cuasi-isométricas, durante un tiempo limitado (ya que la fatiga disminuye
rapidamente la tension). Siempre que se produce un movimiento, la tension
muscular aumenta o disminuye, ya que la aceleracion o deceleracion esta

siempre presente y puede activarse uno de los reflejos del estiramiento.

Isocinético: un término utilizado de forma inadecuada en la mayoria de
los casos, ya que resulta imposible producir una contraccion muscular completa
a una velocidad constante. Para realizar cualquier movimiento desde el reposo,
las dos primeras leyes del movimiento de Newton revelan que debe integrarse
cierta aceleracion, de forma que una velocidad constante no puede existir en
un musculo que se contrae desde el reposo y retorna a este estado. La

velocidad constante soélo se puede producir durante una parte del movimiento.

Una contraccion muscular concéntrica, se refiere a una accion
muscular que produce una fuerza para superar la carga que actua sobre ella.
Por esta razon, cientificos rusos la denominan contraccion por superacion. El
trabajo realizado durante la contraccion concéntrica se describe como positivo
(Doyle et al., 1993).
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Una contracciéon excéntrica se refiere a la acciéon muscular por la cual la
fuerza muscular cede a la carga impuesta, definiéndose también como una
contraccion por cesion. El trabajo realizado durante la contraccion excéntrica se

considera negativo (Sven et al., 1998).

Esta clasificacion es importante, porque los ejercicios se clasificaran
segun el tipo de contraccion que predomine, y se ha observado que el ejercicio
excéntrico produce mas dafo oxidativo que el concéntrico (Newham et al.,
1983; Newham et al., 1986; Armstrong, 1986; Armstrong, 1990).

Un factor poco valorado en relacion con la contraccion muscular
excéntrica es que la tension muscular sobre cualquier movimiento completo es
menor en la fase excéntrica que en la fase isométrica o concéntrica (Friden et
al., 1983); aun asi, la actividad excéntrica se identifica generalmente como la
causa principal del dafio muscular (Whitehead et al., 1998). Ciertamente, una
contraccion muscular excéntrica maxima puede generar una tension muscular
hasta un 30-40 % mayor que una contraccion concéntrica o isométrica. Sin
embargo, este grado de tension no se produce durante la fase excéntrica en
acciones deportivas normales (Sven et al., 1998) Evidentemente resultaria
temerario considerar que nuestro conocimiento actual en lo que se refiere a los
aspectos de la contraccion muscular es el requerido para proporcionar una

optima rehabilitacion o acondicionamiento fisico

Excéntrico | Isométrico | Concéntrico
Movimientos del musculo Alargamiento Estatico Acortamiento
Fuerzas mecanicas Altas Bajas Bajas
Actividad eléctrica Baja Alta Alta
Coste metabolico Bajo Alto Alto
Tendencia a inducir dafio muscul. Alta Baja Baja
Tendencia a inducir fatiga Alta Baja Baja
Tendencia a inducir dolor Alta Baja Baja

FIGURA 10. CARACTERISTICAS DE DIFERENTES TIPOS DE ACTIVIDAD CONTRACTIL.
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3. DANO MUSCULAR

Las etapas de sobreentrenamiento constituyen actualmente un motivo
de consulta frecuente en medicina del deporte. En su origen se encuentra
siempre una carga de entrenamiento importante, mal tolerada por el organismo
(Fry et al,, 1991). Las consecuencias de esta programacion inadecuada, a
veces son reforzadas por otros factores que van a aumentar las dificultades
especificas generadas por el entrenamiento (Kenttd et al.,, 1998). La
reversibilidad de las sefales clinicas y la gravedad del sobreentrenamiento
dependen de su duracidon y evolucién. La sintomatologia es polimorfa,
inespecifica, engafiosa y de evolucién lenta. Asi pues, puesto que la gravedad
de este efecto depende en gran parte de la rapidez de la asistencia sanitaria, el

principal problema reside en su diagndstico precoz (Figura 11).

La busqueda de marcadores biologicos de las lesiones musculares,
clasicamente forma parte del diagndstico del estado de sobreentrenamiento.
Sin embargo, la relacion existente, entre las lesiones celulares inducidas por el
ejercicio unico o repetido y el sobreentrenamiento, no es clara. Dicha relacién

debe ser reexaminada en particular a la luz de recientes datos experimentales.
Estudiar las relaciones que pueden existir entre lesiones musculares
debidas al ejercicio y al sobreentrenamiento, implica responder a tres grandes

preguntas:

o ;Existen marcadores fieles, sensibles y reproductibles de las lesiones de

las fibras musculares?

e ,lLas variaciones de estos marcadores biolégicos se correlacionan con

la gravedad de las lesiones histolégicas?

e El aumento de estos marcadores esta asociado a un estado de

sobreentrenamiento?

- 25 -



Antonio Martinez Amat Introduccién

FIGURA 11. IMAGEN DE MUSCULO ESQUELETICO NORMAL Y MUSCULO CON DANO
MUSCULAR.

3.1. CARACTERISTICAS DEL DANO MUSCULAR INDUCIDO POR EL EJERCICIO

El ejercicio fisico intenso induce lesiones de las fibras musculares,
donde la gravedad depende de la duracion del ejercicio, sus caracteristicas y
de la etapa de entrenamiento en la que se encuentre el deportista (Asp et al.,
1996).

El método de contraccion muscular influye sobre la gravedad y el
alcance de las lesiones. Las contracciones musculares repetidas, utilizando el
método excéntrico (contraccion del musculo mientras que éste se alarga), son
la causa de dolores difusos persistentes y extendidos en el tiempo. Los
ejercicios dinamicos, que implican un componente excéntrico, representan un

verdadero factor de riesgo de lesién muscular (Fry et a/, 1991).

El predominio de las lesiones musculares en el ejercicio es muy dificil de
considerar a nivel clinico. Estas lesiones estructurales, cuya gravedad vy
evolucion son muy variables, se caracterizan por simples dolores remanentes
de las masas musculares y a veces por una sensacion de pesadez persistente

de los miembros inferiores (Ebbeling et a/, 1989).
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La expresion clinica de esta patologia es inespecifica, y por
consiguiente, su impacto en el terreno deportivo sigue siendo muy dificil a

evaluar.

Las lesiones musculares en el ejercicio fisico se caracterizan en el
hombre por dolores desplazados en el tiempo, una tension muscular, una
limitacion de los movimientos, una reduccién de los resultados y la presencia
de enzimas musculares en la sangre (Kuipers et al.,, 1993). El diagndstico
biolégico de estas lesiones sigue siendo dificil por falta de especificidad,
sensibilidad y reproductividad de los parametros disponibles en la practica
corriente (Figura 11). Las caracteristicas histoldgicas del musculo perjudicado a
nivel histoldégico, las graves lesiones musculares vinculadas a la practica del
ejercicio se presentan al principio como lesiones estructurales concentradas en

las miofibrillas y el citoesqueleto (Friden et a/., 1983) (Figura 11).

En microscopia electronica o en microscopia a grandes aumentos, estas
lesiones se presentan como placas claras que borran los sarcomeros, y son
evocadoras de rupturas de las estructuras proteicas de apoyo de fibra,
incluidas la desmina y la laminina. Estas lesiones que son al principio
circunscritas a los sarcomeros, evolucionan muy rapidamente y son el origen
de una reaccion inflamatoria que da lugar a un proceso de reparacién de los
tejidos organicos (Vijayan et al, 1998). En los casos mas severos, las células
perjudicadas se comprometen en un proceso de muerte celular y van a ser

sustituidas por fibras recientemente formadas a partir de células satélites.

Hypercontraction

250 g Fibre lesion

FIGURA 12. IMAGEN ESQUEMATICA DE UNA SECCION LONGITUDINAL DE LA FIBRA MUSCULAR
CON DANO EN UN SEGMENTO RODEADO POR DOS FIBRAS NORMALES.
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Los mecanismos del origen de estas lesiones permanecen aun mal
definidos hasta ahora (Kuipers et al., 1993). Sin embargo, se avanzaron tres

grandes hipotesis, de origen mecanico, metabdlico y/o vascular.

La hipotesis que parece prevalecer hasta ahora es de tipo fisico y se
basa en el papel nocivo de las tensiones mecanicas sobre las estructuras
celulares. Como lo precisamos mas arriba, las lesiones musculares ocurren
principalmente después de la practica de ejercicios que contienen un gran
componente excéntrico. Ahora bien, en este método de contraccion, el pico de
fuerza corresponde a una longitud superior que la que le corresponde a los
puentes de actina-miosina (Mac Cully et a/, 1986). Por lo tanto, una fuerza
mas importante aplicada sobre cada puente de actina- miosina podria suponer
el origen de las lesiones en el ejercicio fisico. Se propuso otra hipoétesis, donde
se observo una gran heterogeneidad de la longitud de los sarcomeros en el

curso de la contraccion de tipo excéntrico.

Algunos sarcomeros se encontrarian estirados mas alla de la resistencia
de las estructuras elasticas de la fibra, lo que seria la causa de la ruptura del
sarcolema. Se encuentra por otra parte una alteracion de la estructura de los
sarcomeros que habitualmente es el origen de las lesiones (Ogilvie et al,
1988).

Sin embargo, algunas actividades fisicas realizadas como descarga
también se asocian a lesiones musculares (Hartobagyi et a/, 1989). Aunque
estas lesiones son de una gravedad menor, esto ha conllevado a hacer una
hipbtesis en la que otros mecanismos, que no son factores mecanicos, pueden

explicar el desarrollo de lesiones en el ejercicio.

3.2. REACCION INFLAMATORIA PRECOZ.

Una serie de acontecimientos van a seguir a estas lesiones iniciales, por
los cuales el calcio y los radicales libres un papel esencial. Muy pronto, las
alteraciones de las estructuras membranosas van a tener como consecuencia

el aumentar la concentracion del calcio intracelular. A continuacién, se produce
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una perturbacion de la relajacidon muscular y una acumulacion de calcio en la
mitocondria (Duan et al.,, 1990). La funcidon mitocondrial es alterada
profundamente, lo que se traduce en una alteracién de la sintesis de ATP. Esta
ruptura de la sintesis de ATP afecta al funcionamiento de las bombas iénicas
Atp-dépendientes, que limita la salida del sodio e induce un edema de las fibras
lesionadas. Por ultimo, el aumento del calcio intracelular es la causa de una
activacion del sistema proteolitico como el de la fosfolipasa 2 o la calpaina.
Esta ultima es una proteasa no lisosomal que estda muy implicada en el

desarrollo de las lesiones vinculadas al ejercicio fisico (Belcastro et al., 1998).

Después de que se produzcan las lesiones iniciales, se desarrolla un
estado inflamatorio local, que es esencial para pasarlo a ser del musculo y que
permite la instauracion de la primera fase de "reparacion" de los tejidos
organicos (Tiidus et al., 1998; Stauber et al., 1998).

La produccion de especies reactivas al oxigeno (ROS) constituye uno de
los factores que desencadenan la reaccion inflamatoria. Por otra parte, la
produccion inicial de radicales libres, provocada por el aumento del consumo
de oxigeno por las mitocondrias, activa los mensajeros que atraen las células
polinucleadas neutrofilas, aumentan la permeabilidad vascular y contribuyen
asi a la infiltracion del tejido dafiado por estas células. Una vez finaliza el
ejercicio intenso, los neutrofilos polinucleares emigran al musculo. La
produccion local de radicales libres es mantenida y ampliada, por el hecho de
que los propios leucocitos neutrofilos pueden ser la causa directa de la
produccion de sustancias reactivas al oxigeno (Jaeschke et al., 1995). Las
especies reactivas al oxigeno desempefian asi un papel fundamental en el
origen y el desarrollo de la reaccion inflamatoria post organica (Atalay et al.,
1996).

A nivel histologico, esto se traduce en alteraciones histomorfologicas que
provocan el decaimiento muscular, siendo caracteristica la aparicion de
agregados de células mononucleadas, que en algun momento invadieron

algunas fibras musculares (Bigard et al., 1997).
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3.3. LAS CELULAS SATELITE

Representan las unicas células miogénicas potenciales presentes en el
estado adulto (Plaghki et al., 1985). El origen ontogénico de las células satélite
merece mencionarse. En el curso del desarrollo, las fibras musculares son
formadas por la fusién de mioblastos que garantizan la formacion de miotubos
y después de inervarse, estos miotubos adquieren las caracteristicas de fibras
musculares maduras. Los miotubos, en el embridn, aparecen en dos "olas
sucesivas". Las células miogénicas primitivas aparecen muy pronto durante la
histogénesis muscular, y se fusionan para formar miotubos de primera
generacion (Rubinstein et al., 1981). Otras células mioblasticas permanecen en
el musculo esquelético para fusionarse con las fibras musculares ya
constituidas (de primera o de segunda generacién) (Allen et al., 1990), o para

formar células quiescentes, llamadas células satélite.

Estas células estan presentes en todos los tipos de musculo estriado,
excepto el miocardio, y se localizan entre el sarcolema y la membrana basal de
la fibra; resisten extraordinariamente a las agresiones bioquimicas o fisicas, y
se activan rapidamente en caso de lesidon. La reaccion de activacion de estas
células quiescentes se caracteriza por un aumento del volumen del nucleo y la
sintesis de ADN (Carlson et al., 1983), gracias a la accion de factores de
crecimiento locales, (bFGF, insulin-like growth factors IGFs, ou transforming
growth factor-B, TGF-B) (Hurme et al., 1992). Las células satélite se multiplican,
lo que explica, al menos en parte, el aumento del numero de nucleos de las
fibras dafiadas (Jacobs et al., 1995) (Figura 13).

Después de la desaparicion de los restos celulares de las fibras
danadas, el proceso de rejuvenecimiento comienza bajo la membrana basal,
mantenida generalmente intacta. Las células satélite que representan la fuente
principal de las células miogénicas que van a garantizar el rejuvenecimiento

muscular (Snow et al., 1977).

Ademas, parece que sean las células satélites presentes cerca de la

lesion, la causa de la formacion de las nuevas fibras musculares, y que en
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estas circunstancias, la contratacion de células satélite a distancia no sea un
fendbmeno de una gran importancia (Schultz et al., 1985). Se considera
generalmente que en los mamiferos adultos, los procesos de rejuvenecimiento
muscular reproducen los distintos acontecimientos celulares que se suceden
durante del miogénesis (Plaghki et al., 1985). Numerosos factores miogénicos
como myoD, myf5 y myf6 se expresan durante el rejuvenecimiento,
participando asi en la maduracion de las nuevas fibras musculares (Miller et al.,
1991).
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FIGURA 13. PROCESO DE REGENERACION MUSCULAR.

3.4. EL ORIGEN METABOLICO DE LAS LESIONES MUSCULARES

Dicho origen se basa en dos hipétesis:

La primera esta vinculada a un fallo de los procesos oxidativos en la
sintesis del ATP. El ejercicio de larga duracion, se traduce al final en una
alteracion de la funcidén mitocondrial, que tendria como consecuencia un fallo
en las bombas iénicas ATP-dependientes del reticulo sarcoplasmatico, y un
defecto de la salida del calcio de la célula. La subida de los niveles del calcio
intracelular, seria la causa de las lesiones estructurales, probablemente por la
activacién de proteasas del calcio-dependientes (Belcastro et al., 1998). Sin
embargo, algunos argumentos van en contra de esta hipétesis, en particular el

hecho de que las lesiones mas extendidas y las mas importantes, son
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observadas a lo largo del ejercicio de tipo excéntrico que son los menos

costosos en energia (Armstrong et al., 1984).

La segunda hipotesis es de tipo metabdlico, y esta vinculada al
aumento de la produccion de radicales libres durante el ejercicio (Jenkins et al.,
1988). El aumento del consumo de oxigeno se traduce en un aumento de la
produccion de especies reactivas como son el oxigeno reactivo, o los radicales
libres, o superoxidos (Sen et al., 1995). En las condiciones normales, los
radicales libres producidos, son inactivados por sistemas de defensa (enzimas),

como por ejemplo el superoxido-dismutasa, la glutation-peroxydasa.

En el ejercicio fisico, se constata un aumento de la produccion de
hidrogeno peroxidasa y del radical hidroxil (O’Neil et al., 1996). En estas
circunstancias, los sistemas de defensa frente a ROS estan sobrepasados y las
especies reactivadas inestables reaccionan con las grandes moléculas
estructurales, tales que los lipidos de membrana o algunas proteinas. Esta
rapida respuesta se traducen en lesiones de las estructuras fosfolipidas de la
membrana por peroxidacion (Jenkins et al., 1988). La permeabilidad de la
membrana rompe los gradientes idnicos compatibles con la funcién celular, y
todo esto va a favorecer muy especialmente al calcio, cuyo aumento
intracelular va a activar el sistema de proteasas calcio-dependientes. Esta
perturbacion de la homeostasis calcica intracelular, puede, facilmente, explicar
la alteracion de los resultados musculares observados en un estado de
cansancio. Sin embargo, teniendo en cuenta las numerosas dificultades

técnicas, esta hipdtesis no esta confirmada claramente hasta hoy dia.

Por ultimo, se propuso la hip6tesis de que una alteracion en la
microcirculacion podia ser la causa de lesiones musculares. En realidad, se
demostré claramente que las lesiones de la red capilar eran secundarias a las
alteraciones de las miofibrillas (Peeze-Binkhorst et al., 1989). La hipotesis
vascular no la podemos considerar capaz de explicar el desarrollo de las
lesiones musculares en el ejercicio, no mas que el aumento de la temperatura

del musculo (Armstrong et a/,, 1991).
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Otra cuestion parece surgir en estos ultimos afos, que se refiere al
fendbmeno de apoptosis en las lesiones musculares vinculadas al ejercicio
(Carraro et al, 1997). En efecto, se ha sugerido, que el desarrollo de un
proceso apoptotico inadecuado pudiera explicar, al menos en parte, las
lesiones musculares que se producen por la practica de ejercicio fisico intenso.
La apoptosis (0 muerte celular programada) puede definirse como el resultado
de la aplicacion de un programa bioquimico complejo que consigue la muerte
celular. En el estado normal, este programa bioquimico se controla
estrictamente para garantizar la sustitucion de las células muertas, sin tocar la
estructura celular del tejido en cuestion. Importantes teorias experimentales
permiten pensar que en ratones defectuosos, con distrofia (que representan un
modelo de miopatia de Duchenne), las lesiones musculares observadas
después de un ejercicio programado apototico. (Sandri et al/, 1995). La
pregunta sobre los mecanismos intimos vinculados al origen de las lesiones
musculares como consecuencia del ejercicio intenso, aceleracion de los
procesos de muerte celular programada, de origen metabdlico o puramente

mecanico, permanece abierta.

3.5. RELACION ENTRE LESIONES MUSCULARES Y SOBREENTRENAMIENTO.

La relacion existente entre las lesiones musculares inducidas por el
ejercicio y el sobreentrenamiento puede parecer sencilla de evaluar. Sin
embargo, recientes investigaciones nos hacen pensar que las lesiones
inducidas por el ejercicio fisico repetido, pueden tener consecuencias
importantes que se integren en la expresion clinica del sobreentrenamiento.

Estas relaciones no pueden ser tan simples de definir.

> El Sobreentrenamiento: Ante distintas situaciones de dificultad,
el organismo desarrolla dos tipos de reaccién, en funcion de su estado de
tolerancia. Estos dos tipos de reaccion se caracterizan, o por el desarrollo de
mecanismos de adaptacion, o por la aplicacién de mecanismos de defensa que
entren en el marco general de un estado de estrés. La tolerancia del individuo,
es modulada por su experiencia y sus diferentes situaciones de dificultad

vividas, asi como por su perfil psicolégico. Cuando los factores de dificultad son
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intensos, repetidos, o cuando el organismo es incapaz de desarrollar
mecanismos de adaptacion, un estado de tension se desarrolla, generalmente
de tipo inmunitario neuroendocrino. Este estado puede inducir a una patologia
a veces grave como, por ejemplo, el sobreentrenamiento. Un desequilibrio en
los programas de entrenamiento, una carga demasiado importante de trabajo
deportivo, pueden traducirse en el desarrollo de un estado de
sobreentrenamiento (Kentta et a/, 1998). Este estado de intolerancia al
ejercicio repetido, se presenta en forma de distintos cuadros clinicos a veces
severos, que constituyen sindromes endocrinos, metabdlicos, inmunitarios y/o
psiquiatricos. Asi pues, el entrenamiento fisico se traduce, o por el desarrollo
de mecanismos de adaptacion, o por la aparicion de estados de desregulacién

y de desadaptacion, en el sobreentrenamiento.

¢ Las lesiones musculares inducidas por el ejercicio, pueden ser atribuidas
a una de las manifestaciones del sobreentrenamiento?. El organismo tolera la
practica de ejercicios intensos, de larga duracion y repetidos, sobre todo las
carreras de la larga distancia. Esto puede traducirse en el desarrollo de
lesiones musculares que provoquen el decaimiento de algunas fibras
musculares, y su sustitucion por nuevas fibras formadas a partir de las células

satélite.

Existe una importante susceptibilidad personal a las variaciones de los
programas de entrenamiento, y todos los sujetos sometidos a un aumento
brutal de la carga de trabajo no van a desarrollar manifestaciones clinicas de
sobreentrenamiento. Otros factores se han identificado, que pueden explicar la
aparicion de signos clinicos de sobreentrenamiento. Un entrenamiento
monotono, un desequilibrio alimenticio, un medio ambiente climatico vinculante,
estrés psicolégicos pueden explicar el estado de sobreentrenamiento
(Urhausen et al/, 1998).Las altas cargas de entrenamiento pueden traducirse
en lesiones musculares y la liberacion de enzimas sarcoplasmaticos en el

plasma (Kuipers et al., 1988).

Las fases del entrenamiento de alta intensidad, se traducen

generalmente en un aumento de la actividad del CK plasmatica de 2 a 10 veces
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que en condiciones de reposo. (Misner et al., 1973). No obstante, existe un
amplio consenso para reconocer que estas variaciones de la actividad del CK,
no pueden considerarse nunca como marcadores del sobreentrenamiento, y
€S0 por varias razones: en primer lugar, porque la presencia de estas enzimas
en el plasma no representa un reflejo fiel de la amplitud y la naturaleza de las
lesiones musculares post ejercicio; finalmente porque no se asocia a algunos
estados de sobreentrenamiento, clinicamente confirmados con sefiales

biolégicas de lesiones musculares (Kuipers et al., 1988) (Figura 14).

FIGURA 14. (A) IMAGEN NORMAL DE LOS FILAMENTOS DE ACTINA Y MIOSINA Y DISCOS Z. (B)
IMAGEN LOS FILAMENTOS DE ACTINA Y MIOSINA DESPUES DE UNA MARATON.

Como lo precisamos mas arriba, la falta de sensibilidad y reproductividad
de la actividad de CK conduce a considerar con mucha prudencia las
variaciones de este parametro bioldgico. No es posible evaluar el alcance de
las lesiones musculares inducidas por el ejercicio sobre la base exclusivamente
de las variaciones de este parametro. Por otra parte, este parametro no es
especifico de las microlesiones musculares vinculadas a la practica intensa del
ejercicio, y la actividad de CK plasmatica puede también aumentar después de

contusiones musculares directas o traumatismos (Bigard et al., 2001).

En resumen, el ejercicio fisico intenso, prolongado, sobre todo si implica

un importante componente excéntrico, es la causa de lesiones musculares. La
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gravedad de estas lesiones es variable y puede traducirse en la simple fuga de
enzimas sarcoplasmaticos encontrados en la sangre que circula, o en
verdaderas lesiones degenerativas que afectan en un alto porcentaje de fibras

musculares.

3.5.1. MODIFICACIONES BIOQUIMICAS PRODUCIDAS POR EL
SOBREENTRENAMIENTO.

Cada vez son mas los autores que piensan que las pequenas
alteraciones originadas en el sistema osteomuscular y especialmente las que
afectan a las fibras musculares, son las iniciadoras del sindrome de

sobreentrenamiento (SSE).

A esta clase de lesiones se las conoce como microtraumas adaptativos
y suelen ser producidas en el musculo por las contracciones excéntricas y
concéntricas; y en el sistema articular por los elevados volumenes de trabajo
en las que se haya implicado. El calificativo de adaptativas, se les aplica por
considerarlas un proceso inflamatorio, cuyo destino final no es otro, que la

curacion del microtrauma (Bigard et al., 2001)

El ejercicio excéntrico, ademas de producir agujetas, disminuye la
fuerza maxima del musculo y produce fatiga de baja frecuencia. Del mismo
modo produce alteraciones de la banda Z en las miofibras, inflamacién de las
mitocondrias, aumento de la presién intramuscular, alteracién de la sintesis de
novo del glucégeno, incremento de la relacion fésforo inorganico/fosfocreatina,

y elevacién de los niveles de lactato durante el reposo (Friden et al., 1983).

De cualquier manera, varios autores entre los que se encuentra Smith
consideran que el dafo muscular constituye la causa inicial del sindrome de

sobreentrenamiento (SSE), y a la vez, la que le perpetua.
Parece ser que las citoquinas, se hallan implicadas en el desarrollo del

SSE. Las estructuras traumatizadas por el entrenamiento (musculo, tejido

conectivo 0o hueso) sintetizan estas moléculas, que son las encargadas de
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coordinar los diferentes sistemas para promover la recuperacion de los tejidos
dafados. Durante la respuesta aguda del organismo al entrenamiento, los
mecanismos celulares periféricos se hallan implicados primordialmente en
aportar el suministro de energia, e involucran a las reacciones asociadas a la

produccion de citoquinas y de hormonas.

El SSE de resistencia puede ser el resultado de una serie de
alteraciones sucesivas y acumulativas del metabolismo en el musculo
esquelético, las cuales se hacen cronicas durante el entrenamiento. La
iniciacion de este proceso la constituye una alteracion del metabolismo de los
carbohidratos. En el transcurso de los ejercicios de resistencia las cadenas de
sacaridos de dos glucoproteinas de la sangre: la macroglobulina alfa-2 y la
glucoproteina &cida alfa-1, disminuyen o modifican sus cualidades.
Probablemente dichas glucoproteinas se utilizan en el transcurso de la
combustion de los depdsitos hepaticos de glucdégeno durante el ejercicio, a lo
que le sigue la disminucion de los acidos grasos de cadena media, hecho que
puede estar relacionado con la alteracién de la sintesis de los acidos grasos de

cadena larga en el higado (Bigard et al., 2001).

En el descenso del glucégeno muscular originado por los
entrenamientos intensos, no solo interviene el aumento del consumo originado
por el esfuerzo deportivo, sino que también es posible que el dafio subagudo
localizado en las fibras, a consecuencia de las contracciones excéntricas,
pudiera disminuir la proteina transportadora de la glucosa GLUT-4, en la
miocélula, e interferir con la sintesis del glucégeno. La disminucién del
glucégeno muscular, ademas de contribuir al sobreentrenamiento, facilita la
captacion excesiva de los amioacidos de cadena ramificada y favorece su
oxidacion en las miofibras, o que disminuye su disponibilidad para sintetizar
los neurotransmisores centrales, hecho que podria estar relacionado con la

fatiga de origen cerebral

Ademas, la disminucion del glucogeno muscular causada por el ejercicio
intenso y prolongado se relaciona con el aumento de la expresion local de las

citoquinas (IL-6), disminucién de la expresion de los transportadores de la
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glucosa, con el aumento del cortisol, y la disminucion de la secrecion de la
insulina y la estimulacion beta-adrenérgica. Por otra parte, la leptina ejerce
efectos importantes sobre el hipotalamo e interviene en la regulaciéon del

metabolismo hormonal del ejercicio y el entrenamiento.

El dafio muscular producido por el ejercicio y el proceso de reparacion
que le sigue estimulan la expresion de las citoquinas inflamatorias, como el
TNF-alfa, y proteinas del estrés (HSP-72). Durante los estados de
supercompensaciéon y sobreentrenamiento, se observa en el musculo
esquelético la existencia de un proceso similar a la miopatia, en el que el

recambio de las proteinas contractiles se encuentra disminuido.

La etapa ultima del proceso de sobreentrenamiento concluye con el
catabolismo de las proteinas. Ello puede significar, que en el dinerote de
sobreentrenamiento (SSE) se produce una derivacion del uso de los
carbohidratos y las grasas, hacia las proteinas, con la liberacion de la energia
necesaria para ser utilizada por los musculos durante el ejercicio prolongado
aerobio (Bigard et al., 2001).

Al final, el proceso inflamatorio termina por afectar al higado, al cerebro
y al sistema inmunitario. En el higado, la inflamacién sistémica estimula la
sintesis de una serie de proteinas, conocidas como proteinas de la fase aguda,
que complican aun mas el problema. Sin embargo, en los deportes de equipo
(futbol) no parece existir una respuesta de fase aguda a consecuencia del

entrenamiento (Allen et al., 1990)..

Los ejercicios que soportan el peso del cuerpo, como las carreras
pedestres, también causan dafio muscular. Algunos autores como Allen y
Keenan en 1990 achacan la autoria de algunas de estas lesiones al acido urico
(Allen et al., 1990).

A continuacién de actividades aerobias de larga duracién, como el
maratén, es frecuente observar un aumento en el plasma sanguineo de la

creatina fosfokinasa y de la mioglobina, como expresién del dafio muscular, lo
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que ha llevado a ciertos autores a considerar a tales elevaciones, como un
signo de sobreentrenamiento en este tipo de ejercicios. Sin embargo, hechos
similares se pueden observar tras la realizacion de ejercicios agudos, y al
finalizar el entrenamiento y la competiciéon, en atletas que no sufren el

sindrome de sobreentrenamiento (Bigard et al., 2001).

En algunos atletas, sobre todo, en los que realizan carreras muy largas,
suelen producirse lesiones musculares complicadas con insuficiencia renal,
debido a que algunos productos derivados de la destruccion muscular
(rabdomiolisis), lesionan el rifién. En otros, el ejercicio prolongado y
especialmente las carreras pedestres, les origina hemorragias digestivas y la

consecuente anemia ferropénica (Duncan et al., 1987).

4. MARCADORES DE DANO MUSCULAR

4.1. GENERALIDADES

Idealmente, un marcador bioquimico de dafio musculo esquelético debe
poder determinarse con una metodologia simple, que permita su medida las 24
horas del dia y que sea de tan rapida realizacion como la resonancia magnética
o una ecografia. ElI marcador ideal deberia ser musculo especifico, su
concentracion intracelular alta, liberarse con rapidez en caso de lesion,
mantener su concentracién elevada durante un tiempo suficiente en la sangre y
ser estable. En el suero de personas sanas este, marcador deberia ser
indetectable o bien encontrarse en una concentracion muy baja que se
diferencie claramente de su presencia al producirse dafo en el érgano. Deberia
tener una elevada sensibilidad diagndstica, especialmente en las primeras
horas de la lesion y, finalmente, poseer una especificidad diagndstica tan
proxima al 100% como sea posible (los no lesionados o traumatizados deben

poder ser reconocidos fiablemente) (Adams ,1993).
El diagndstico bioldgico del dafilo musculares, se basa esencialmente en

la medida de la actividad de los diferentes enzimas sarcoplasmaticos (quinasa,

(CK) y lactato desidrogenasa, (LDH) en el plasma. Estos enzimas son
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normalmente estrictamente intracelulares, y el aumento de su actividad en el
plasma refleja su fuga a través de estructuras membranosas (Kayashima et a/,
1995; Prou et al/, 1996). También puede buscar la presencia de productos de la
peroxidacién de membranas en el aire expirado (etano o pentano) o en el
plasma (malondialdehido, MDA, o derivados del acido triobarbiturico, TBARS)
(Leaf et al, 1997). Con el fin de tener un mejor marcador de las lesiones
musculares, se propuso medir la concentracidon plasmatica de fragmentos de
MHC de tipo |, pero por razones técnicas, se retiraron las herramientas
necesarias del mercado para realizar este tipo de medida (Koller et a/, 1998).
Se propuso también medir la concentraciéon de la isoforma cardiaca de las
subunidades | o T de la troponina en el plasma. Este tipo de medida no permite
evaluar la presencia de isoformas musculares de proteinas contractiles en el
plasma, sino a lo sumo controlar que las proteinas detectadas no son de origen
cardiaco (Bonetti et a/, 1996; Clarkson et a/, 1988).

Aunque la demostracion directa de las lesiones musculares sea
esencialmente histolégica, en la practica, son sobre todo las medidas de
concentraciones plasmaticas de enzimas, donde sobrecae el diagnéstico de
dicho dafo muscular sufrido. Recientemente, se preconizaron algunas medidas
de resultado muscular y amplitud articular para evaluar el impacto funcional de
las lesiones (Lynn et a/, 1998). La conjuncion de distintos parametros
biolégicos y clinicos deberia, sin embargo, permitir apoyar el diagndstico,
como, por ejemplo, la asociacién a un aumento de la actividad del LDH en el
plasma, de la mioglobina, el MDA, el numero de leucocitos y la alteracion de los

resultados musculares (Kayashima et a/, 1995).

4.2. MARCADORES CLASICOS

Las enzimas son proteinas responsables de catalizar las reacciones
quimicas en el organismo, y se encuentran en todos los tejidos. Se tratan de
cadenas de aminoacidos con una secuencia especifica, que determina su
estructura tridimensional y es la que condiciona su actividad y especificidad
sobre el sustrato. Se han detectado e identificado en el plasma o suero tras ser

liberadas desde las células danadas, o también desde células intactas
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sometidas a estrés celular. En ambas situaciones, se ve aumentada la
permeabilidad de la membrana. Estas enzimas intracelulares se difunden
desde el territorio intersticial a través del drenaje linfatico hacia la circulacién

general.

Las enzimas se han utilizado como marcadores musculares esqueléticos
y cardiacos debido a que detectar su actividad catalitica fue el primer método
analitico sensible del que se dispuso. Permitia de forma bastante sensible y
selectiva su cuantificacion, asumiendo que su actividad catalitica es
proporcional a su concentracion. De entre las enzimas estudiadas han
demostrado ser utiles, mas para el estudio del dafio muscular cardiaco que
para el estudio del dafio muscular esquelético, solo la lactato deshidrogenasa

(LDH) y la creatin fosfoquinasa (CPK).

El diagndstico, a través de marcadores, de las lesiones musculares
vinculadas a la practica del ejercicio, sigue siendo un gran problema de
actualidad. La utilizacion de diferentes enzimas, como la CK en el plasma, no
esta vinculada a la severidad del ejercicio y a los dolores seculares, lo que
indica que este es un marcador de baja especificidad y sensibilidad (Sorichter
et al, 1997).

La Unién Internacional de Bioquimica recomendd en 1.964 una
nomenclatura para las enzimas, basada en la reaccion que catalizan. En 1.973,
aparecié una nueva edicion ampliada de esta nomenclatura donde el nombre
cientifico describe el tipo de reaccidn, el sustrato, la coenzima y el producto.
Ademas las enzimas se designan mediante un numero de cuatro cifras
separadas por un punto y precedidas de las siglas EC (Enzyme Commision). El
primer numero define el grupo a la que pertenece por el tipo de reaccién
quimica que cataliza, existen seis tipos diferentes de reacciones. Lo dos
siguientes numeros indican el subgrupo y sub-subgrupo en el que se engloban.

El ultimo digito es el asignado a ese enzima para identificarlo.

La actividad enzimatica se mide en Unidades Internacionales por unidad

de volumen (Ul/mL, U/L...). Se define a la unidad internacional como la
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cantidad de enzima que transforma un micromol de sustrato en un minuto en
condiciones estandar previamente establecidas. En cada técnica analitica se

define la unidad de actividad y sus unidades.

4.2.1. Creatina-quinasa (CK)

También conocida como ATP-Creatina-N-fosfotransferasa, cataliza la
reaccion reversible de ceder un fosfato a la creatina para formar creatina
fosfato a partir de ATP.

La CK citoplasmatica (no mitocondrial) existe en los tejidos en tres
formas isoenzimaticas, denominadas respectivamente BB (CK1), MB (CK2) y
MM (CK3). Provienen de la asociacion de dos subunidades de unos 360
aminoacidos y un peso molecular de alrededor de 40.000 daltons (Lang, 1981).
La subunidad (M), fue inicialmente aislada del musculo (Muscle) y la subunidad
B, del cerebro (Brain) (Nanji, 1983). Las tres isoenzimas de la CK tienen
localizaciones tisulares diferentes. En el musculo, la enzima es esencialmente
de tipo MM, mientras que la forma BB predomina en los otros tejidos, en
especial en el cerebro y en el tracto gastrointestinal (Takagi et a/, 2001). El
hibrido MB, por su parte, se halla localizado esencialmente en el miocardio,
donde representa alrededor del 20% de la actividad de la CK total (Tsung,
1976; Ingwall et a/, 1985). Ahora bien, la especificidad de 6rgano de la CK-MB
no es absoluta. Asi, se han encontrado tasas de CK-MB superiores al 5% de la

CK total en el bazo y en la prostata.

En el musculo esquelético la cantidad de CK-MB varia en funcion de la
naturaleza del musculo, generalmente es inferior al 1% de la CK total (psoas,
por ejemplo), pero el contenido en CK-MB del diafragma sélo es dos a tres
veces menor que el del miocardio. Aunque en escasa proporcion, en el
musculo esquelético (el 5% aproximadamente de la actividad CK es CK-MB) la
CK-MB puede verse incrementada por condiciones fisioldgicas (ejercicio
intenso) o patolégicas (miopatias genéticas o secundarias) (Ohman et al,
1982; Adams et a/, 1993). Tanto la subunidad M como la B pueden formar

complejos con las inmunoglobulinas para dar lugar a “Macro CK” o
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“Macrocinasas” (Lee et a/, 1994) que migran electroforéticamente entre CK1 y
CK2.

La macro CK tipo | es un complejo enzima inmunoglobulina,
generalmente BB-IgG (Jones et al, 1990). La macro CK tipo Il es una forma
oligomeérica de la CK mitocondrial y probablemente constituye un fragmento de
la membrana interna de las mitocondrias. En otras ocasiones se pueden
observar formas mitocondriales de la CK nombradas como CK Mt. Las
macrocinasas pueden producir valores de CK-MB compatibles con sindrome
coronario agudo (SCA) en pacientes no afectados del mismo. Por medio de
técnicas electroforéticas se han podido separar las isoenzimas de CK en sus
distintas isoformas. A partir de la isoenzima MM se separan tres isoformas:
MM1, MM2, MM3 , mientras que a partir de la isoenzima MB se obtienen dos:
MB1y MB2.

A. Determinaciéon de la actividad total:

La dosificacion clasica de la creatinaquinasa en los medios biolégicos sin
separacion o purificacion previa, da una medicion global de la actividad de la
enzima (CK total) sea cual sea la forma, o formas isoenzimaticas presentes. Se
basa en la medicion indirecta de la velocidad de formacién del ATP cuando la
enzima esta en contacto con la fosfocreatina y con el difosfato de adenosina
(ADP).

La presencia de la adenilato-quinasa (AK) en la muestra bioldgica,
genera también, en estas condiciones, ATP a partir del ADP, que se ha
utilizado en la dosificacion. Existe pues, una interferencia de la AK, sobre todo
eritrocitaria (hemolisis) o muscular, en la dosificacion de la CK, lo que conduce
a una sobrestimacién de ésta y a la obtencion de un resultado falsamente
positivo. Los reactivos comerciales contienen inhibidores, como el monofosfato
de adenosina (AMP) o el pentafosfato de diadenosina (A2P5), que reducen de

forma importante la interferencia de la AK, sin llegar a suprimirla del todo.
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B. Interpretacion de los resultados:

El aumento de la actividad de CK es precoz, a partir de la segunda hora
una vez finalizado el ejercicio. Sin embargo, la acumulacién de CK en el
plasma se acentua en el tiempo y alcanza un maximo entre el quinto y el

noveno dia.

Después de la practica de ejercicios isométricos, que se caracterizan
por contracciones maximas, los niveles de Creatin-Kinasa en sangre aumentan
después de 6 a 8 horas llegando a su maximo nivel en 24 horas. Con cifras
menores de 1.000 mU/ml. Graves et al, en sus investigaciones encontro, que la
creatin-Kinasa MB aumentaba un 50 % en individuos que realizaban
contracciones isométricos maximas durante mas de 20 minutos. Sin embargo,
en la actualidad, no se ha determinado de forma concluyente si la Creatin-
Kinasa MB encontrada después de ejercicios isométricos, tiene un origen
muscular esquelético o miocardico. Esta situacion podria determinar un
problema significativo, ya que muchas de las actividades recreacionales y
laborales presentan ejercicios de alta intensidad que incluyen contracciones de

tipo isométrico (Clarkson et al., 1988).

En los ejercicios excéntricos donde se genera gran cantidad de fuerza,
como cuando se bajan grandes pesos, el incremento de Creatin-Kinasa en el
torrente sanguineo es retardado. La actividad de esta enzima comienza a
incrementarse al segundo dia, después del ejercicio, alcanzando su nivel
maximo entre el quinto y sexto dia. Estos incrementos de creatin-Kinasa llegan
a ser notables. Por ejemplo, ejercitando de forma excéntrica tan solo los
flexores del antebrazo, que son pequenos musculos, el incremento de la
Creatin-Kinasa puede alcanzar valores maximos hasta 10.000 mU/ml y valores
promedio de 2.000 mU/ ml (Ebbeling et al., 1989).

Actualmente no existe una razén clara que pueda explicar el lento
incremento sanguineo de la creatin-Kinasa después de ejercicios excéntricos
de alta intensidad, sobre todo cuando se compara con el rapido incremento de

dicha enzima que se evidencia en los ejercicios isométricos y de resistencia.
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Posiblemente, en estos ultimos, se produzca una mayor hipoxia en los
musculos. La hipoxia, asi como otros factores, son capaces de incrementar la
permeabilidad de la membrana, permitiendo la salida de la creatin-Kinasa y
otras proteinas musculares, durante o inmediatamente después del ejercicio

fisico (Evans et al., 1991).

En contraste, la elevacion de la creatin-Kinasa después de ejercicios
excéntricos responde aparentemente a otro mecanismo de produccion con una
secuencia de eventos escalonados y lentos de activacion de ciertas enzimas
musculares, que llevan a la degradacion progresiva de los componentes
celulares. Una explicacion alternativa, es de que la creatin-Kinasa deba entrar
en el sistema linfatico antes de ser liberada al torrente sanguineo, y al existir
una marcada acumulacion de fluidos en los tejidos, en el area muscular se

disminuye el drenaje linfatico.

C. Isoformas de la CK:

El uso de técnicas de separacion de alta resolucion ha permitido
demostrar la heterogeneidad de las isoenzimas CK-MM y CK-MB, las cuales
consisten en varias isoformas. A diferencia de las formas atipicas, como la
macro-CK del tipo | (CK-BB ligada a una inmunoglobulina) y del tipo Il (CK
mitocondrial polimérica), que aparecen raras veces en el suero, las isoformas
de la CK-MM y de la CK-MB forman parte del proceso normal de degradacién
de la enzima y aparecen en todas las muestras de suero humano, son el
resultado de modificaciones postranscripcionales de las isoenzimas de la CK,
que conservan la actividad catalitica de la enzima, pero difieren en su peso
molecular y en otras propiedades fisicoquimicas (Stein et al., 1989). Conservan
la actividad catalitica del enzima pero difieren en su masa molecular y en otras

propiedades fisicoquimicas (Stein et al., 1983).

Las isoenzimas representan adaptaciones especializadas de las
enzimas en diferentes células y tejidos. Las isoenzimas de la CK estan
constituidas por agrupaciones de monoémeros. Como hemos comentado

anteriormente existen tres isoenzimas de la CK, cada una compuesta de dos
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mondmeros, M y B, que se agrupan en dimeros, para constituir la enzima
funcional. La CK-MM (homodimero del monémero M) se localiza sobre todo (el
95% del total de CK es CK-MM) en el musculo estriado esquelético, y la CK-MB
(heterodimero de los mondmeros M y B) abunda mas en el miocardio (se ha
descrito que hasta el 20% del total de CK en el miocardio enfermo es CK-MB,

aunque esta proporcion es menor en el miocardio sano) (Ingwall et a/,, 1985).

Existe una tercera isoenzima, el homodimero del monémero B, la CK-
BB, que se localiza preferentemente en el sistema nervioso central y el
intestino (Nanji, 1983). De acuerdo con lo anterior, la CK-MB constituye la
isoenzima mas cardioespecifica de las que forman parte de la llamada CK total.
No obstante, la CK-MB también se encuentra en una escasa proporciéon en el
musculo esquelético vy puede elevarse en determinadas condiciones
fisiologicas o patolégicas (Adams et a/, 1993) e, incluso, en determinadas
enfermedades extramusculares, como algunas neoplasias (Tsung et a/, 1981).
Por estos motivos, la presencia de un «ruido de fondoy, fisiolégico o patoldgico,
extramiocardico, de la actividad catalitica circulante de la CK-MB en el plasma
de individuos sanos limita su valor semiologico en la evaluacion de la necrosis
miocardica. Otra importante limitacion al valor semiolégico de la medida de CK-
MB son las interferencias in vivo o in vitro de los métodos de medida de su
actividad catalitica; como resultado de las mismas, esta actividad catalitica

puede aumentar falsamente.

Tras la necrosis tisular, la CK-MM3 y la CK-MB; son liberadas al plasma
donde, por la accién de una carboxipeptidasa, son convertidas rapidamente la
CK-MM3; en CK-MM; y CK-MM; y la CK-MB; en CK-MB; (Perryman et al/,
1984). En condiciones normales, las isoformas tisulares de CK-MM3; y CK-MB;
estan en equilibrio con las isoformas plasmaticas (CK-MM2-CK-MM, y CK-MB;)
y la razén entre ellas (CK-MM3/CK-MM1 y CK-MB,/CK-MB+) es proxima a 1,0.
La conversidon de las isoformas tisulares en isoformas plasmaticas es mas
rapida para CK-MB; que para CK-MM3; (Figura 15).
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Tejidos Circulacidn Circulacion
CK-MM, CK-MM, CK-MM,
CK-M-Lis o CK-M-Lis i CH-M-
CH-M-Lis Carboxipeptidasa N CK-M- Carboxipeptidasa N CH-M-
CK-MM, CK-MB,
CK-M-Lis - CH-M-
CK-B-Lis Carboxipeptidasa N CK-B-Lis

FIGURA 15. GENERACION DE ISOFORMAS CK-MM Y CK-MB IN VIVO.

4.2.2. Lactico deshidrogenasa (LDH).

La lactato-deshidrogenasa (LDH, EC 1.1.1.27), enzima que cataliza la
oxidacion del L-lactato en piruvato, mediante la oxidacion de NADH a NAD, se
halla presente en la mayoria de los tejidos humanos, sobre todo en miocardio,
rindn, higado y musculo. De un peso molecular de 134.000 dalton, la LDH esta
constituida por la formacion de un tetramero, a partir de dos cadenas

peptidicas, M (“Muscle”, musculo) y H (“Heart”, corazon).

Segun Rasmussen, et al, (2002) la LDH es una enzima citoplasmatica,
contrariamente a lo que publican diversos autores (Brandt et a/., 1987; Brooks
et a/, 1999), que afirmaban de la existencia de un LDH mitocondrial en

musculo.

Existen, pues, 5 isoenzimas distintos, con leves diferencias en su

estructura, que sugieren diferentes origenes por cada tejido:

e La LDH1 del corazén, musculos, y hematies

e La LDH2 del sistema reticulo endotelial y leucocitos
e LaLDH3 de los pulmones

e LaLDH4 de los rifiones, placenta y pancreas.

e La LDHS5 del higado y musculo

- 47 -



Antonio Martinez Amat Introduccién

La proporcion de las isoenzimas varia de un tejido a otro. En el corazon
predomina la isoenzima LDH1 (del 35 al 70% de la actividad LDH total). En el
higado, en cambio, es mayoritaria la isoenzima LDH5 (30-85%). Los eritrocitos
son ricos en LDH1 y LDH2. Los mondmeros H y M difieren significativamente
en su composicion de aminoacidos, y por ello en su estructura y propiedades

cinéticas, probablemente estén codificados por dos genes diferentes.

En general, aquellos tejidos que desarrollan un metabolismo aerdbico
presentan mayor concentracién de subunidades H (LDH1 y 2) la subunidad H
presenta una mayor afinidad por el lactato que por el piruvato, al contrario que
la subunidad M. Aquellas isoenzimas con mayor contenido en H producen
aumento en la concentracién de piruvato que se convierte en acetil CoA (via de
la piruvato decarboxilasa), que es introducido en el ciclo de Krebs para generar
altas concentraciones de ATP. En el caso del miocardio, que necesita de un
suministro constante de energia, las isoformas LDH1 y LDH2 son las formas
predominantes. El estudio de estos patrones de distribucion permiten identificar
lesiones tisulares concretas. En el musculo cardiaco la relacion LDH1/LDH2

suele ser inferior a 1, generalmente ente 0.5y 0.75.

A. Determinacion de la actividad total:

Las coenzimas reducidas de las deshidrogenasas (NADH, H vy su

N
derivado fosforilado, la NADPH, H ) presentan un pico de absorcion a 340 nm,
que desaparece cuando estan oxidadas. La conversion de la forma oxidada en
forma reducida, o viceversa, es facil de seguir gracias a la simple medicion de

la absorbancia a 340 nm.

El principio se utiliza para medir la lactato-deshidrogenasa, que cataliza

la siguiente reaccion:

Piruvato + NADH + H — L - lactato + NAD

Por regla general, el sentido piruvato-lactato se emplea porque permite

la velocidad de reaccion mas elevada. Para esa reaccion se trabaja con un pH
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de 7,4, y en tales condiciones, el pH 6ptimo de las diversas isoenzimas de la

LDH es casi idéntico (Figura 16).

Niveles normales de
LDH en adultos

Niveles de LDH-1 del 17 al 27 %
Niveles de LDH-2 del 27 al 37 %
Niveles de LDH-3 del 18 al 25 %
Niveles de LDH-4 del 3 al 8 %
Niveles de LDH-5 del0al5 %

115 a 225 UI/L

FIGURA 16. VALORES NORMALES DE LDH EN SUERO

B. Interpretacion de los resultados

En realidad, dada su amplia distribucion, puede elevarse por multitud de
causas, fundamentalmente por destrucciones titulares. La determinacién de sus
isoenzimas ayudara a conocer el origen de su elevacién. Podemos destacar su
elevacion en miopatias, infarto de miocardio, infarto pulmonar, hemopatias y
hemolisis, accidentes vasculares cerebrales y enfermedades sistémicas

(panarteritis nodosa, dermatomiositis, poliomiositis) y en el cancer diseminado.

En el infarto agudo de miocardio, empieza a elevarse entre 12-24 horas,
con un ascenso maximo a los 2-4 dias (son frecuentes valores entre 1.500 a
2.500 unidades) para retornar a los valores normales entre los 8-14 dias
(Figura 16). En la hepatitis aguda son habituales ascensos entre 5-10 veces los

valores normales.

Para el diagnostico diferencial de una necrosis miocardica, valoraremos
elevaciones de la fracciéon LDH1 (alfa-HLDH) superiores al 33% (habitualmente
entre 50-70 % del total en el infarto de miocardio), con valores absolutos de
LDH1 superiores a 140 U/l y un coeficiente LDH1/LDH > 0,5.
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La determinacion del contenido en LDH en el liquido de un derrame,
ayuda a diferenciar un exudado de un trasudado, ya que en los primeros es

superior a un 60 % del valor de LDH en plasma.

4.3. EVOLUCION DE LOS DISTINTOS MARCADORES DE DANO MUSCULAR.

La ausencia de un marcador simple, sensible y reproductible de lesiones
musculares plantea un problema importante para la estimacién de la gravedad
del dafo sufrido. Como eso se demostré en animales, no existe relacion entre
la actividad de enzimas sarcoplasmicas en el plasma y el alcance de las
lesiones histologicas (Van der Meulen et al,, 1991). Experimentos en animales
sujetos a ejercicios al curso sobre alfombra rodante, se puso de manifiesto que
el alcance de las lesiones musculares aumentaba con la duracion del curso.
Sin embargo, este aumento no es proporcional con el tiempo; ademas, el
alcance de las lesiones evaluado por la actividad del CK, del LDH o de la
aminotransferasa plasmatica es siempre mucho mas importante que la
gravedad evaluada de manera directa por histologia (Evans et a/, 1991). Se
aportaron otras pruebas experimentales en el animal utilizando la actividad del

B-glucoranidasa como marcador de lesiones musculares.

Utilizando la CK como marcador organico, se puso de manifiesto que
incluso en las situaciones de ejercicio que no implicaban ningun dafio
muscular, como la natacién en la rata, se observaba un aumento de la actividad
plasmatica de la misma CK (Komulainen et a/, 1995). Al revés, y
contrariamente a lo que se esperaba, el curso en pendiente inducido en el
animal, produciendo un aumento mucho mas escaso de la actividad del CK en
el plasma que la natacion. Todos estos resultados lanzan una duda sobre la
especificidad y la sensibilidad de la actividad plasmatica del CK. Aunque muy
ampliamente utilizada, la medida de la actividad de las enzimas sarcoplasmicas
en el plasma como el CK o el LDH representa un mal factor prondstico de la
gravedad de las lesiones musculares inducidas por el ejercicio y del estado de
decaimiento celular. No existe estrecha correlacion entre lesiones musculares
histolégicamente visibles y liberacion de las enzimas sarcoplasmicas en el

plasma.
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4.4. NUEVOS MARCADORES

Aunque tanto las metodologias para medir la actividad total de CK
cumplen los requerimientos analiticos, no presentan la eficiencia diagndstica
ideal para el diagnostico del dano muscular esquelético producido por el

ejercicio.

La medida de actividad de CK se ha considerado tradicionalmente
como el marcador bioquimico de dafio cardiaco de entre los conocidos. Sin
embargo, la mayor parte de metodologias utilizadas para medir actividad CK
presentan diversas fuentes de inespecificidad como interferencias por otras
cinasas (p.e. la adenilato cinasa, cuya concentracién catalitica en el plasma
aumenta por la hemdalisis), por isoenzimas de CK (CKMM o CK mitocondrial) o,
finalmente, por los complejos CK-inmunoglobulinas conocidos como
macrocinasas. Al coexpresarse tanto en el musculo esquelético como en el
miocardio, existen incrementos de CKMM actividad en suero o plasma
originados por alteraciones musculares en ausencia de signos de dafo
muscular con los métodos de imagen mas eficientes. Por lo tanto, actualmente
no puede considerarse a la medida de CK actividad como el mejor criterio

bioquimico para el diagnostico de daio muscular esquelético.

Con la introduccion de la biologia molecular en el terreno de la actividad
fisica y con el desarrollo de la biotecnologia, se esta avanzando muy
positivamente en el campo de los marcadores de dafio muscular. El impulso
tecnoldgico y conceptual que han representado los anticuerpos monoclonales

ha aportado una poderosa y valiosisima herramienta diagndstica.
4.4.1. Troponinas

Los filamentos delgados del musculo estriado, ademas de estar
formados por actina, contienen dos proteinas principales accesorias, que
ejercen una funcién reguladora, controlando la construccion y la ruptura de los
puentes transversales entre los filamentos gruesos y delgados, asi como la
produccion de energia mecanica. Una de ellas es la Troponina, una proteina

reguladora importante, globular de gran tamafio, descubierta por el bioquimico
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japonés S. Ebashi y sus colaboradores en 1965. Tiene un peso molecular de
78,000 daltons.

La troponina contiene tres subunidades polipeptidicas (TnC, |, T), cada
una de las cuales tiene una funcion especifica. La subunidad fijadora de Ca*™*
de la troponina es la TnC, tiene un peso molecular de 18,000 daltos. Cada
molécula de TnC enlaza fuertemente a dos iones Ca™™, y simultaneamente

experimenta un cambio de conformacion.

La subunidad inhibidora de la troponina es la Tnl, tiene un peso
molecular de 23,000 daltons y posee un centro de union especifico para la
actina; su funcion consiste en inhibir la interaccion de la actina con los puentes
cruzados de la cabeza de la miosina. La subunidad Tnl es fosforilada por la
fosforilasa-quinasa, que normalmente activa a la fosforilasa b, transformandola

en la fosforilasa a, activa.

El tercer componente de la troponina, TnT, es la subunidad fijadora de
tropomiosina, tiene un peso molecular de 37,000 daltons. La molécula completa
de la troponina tiene forma globular y contiene a una de las subunidades TnC,
Tnly TnT. (Figura 17).

FIGURA 17. REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL FILAMENTO DELGADO DE LAS
MIOFIBRILLAS DEL MUSCULO ESTRIADO

La liberacion de Troponina T (TnT) es tipicamente bifasica: el primer
pico aparece en el 50% de los pacientes a las 4 horas ( CK sélo el 25%),
maxima a las 12-24 horas. Esta primera oleada, se corresponde con la

liberacion del complejo terciario por dafno de las miofibrillas, que posteriormente

-52 -



Antonio Martinez Amat Introduccién

se degrada a complejo proteina C-cTnl + cTnT libre, junto con la cTnT liberada
del pool citosdlico; y un segundo pico el el dia cuartro, sobre todo en los

pacientes que han sido reperfundidos (Mair et a/., 1994).

La presencia de cTnT en plasma no es especifica para el diagnostico de
cardiopatia isquémica, sino que se libera en casos de insuficiencia cardiaca
(IC) (por lesién de los miocitos). Por el contrario, hay estudios hechos en
cerdos bajo remodelacién ventriculo izquierdo (VI) importante tras un 1AM, en
los que los valores de cTnl y cTnT estan disminuidos entre un 40-80% de lo
normal, debido a una pérdida crénica de troponinas en un miocardio dafado en
el que no hay suficiente capacidad de re-expresar los genes que aumentarian

la sintesis proteica (Wilkinson et a/, 1978).

Su vida media es de 120 minutos, pero puede detectarse proteina
circulante hasta 21 dias después de un dafio muscular debido a la degradacién
de las miofibrillas (hasta una semana mas que la CK). Presenta una
especificidad de érgano muy alta, por lo que una elevacién de su concentraciéon
en sangre indica claramente necrosis de células miocardicas. Por lo tanto es un

marcador de dafo miocardico.

Cada molécula de troponina esta fijada al filamento delgado por dos
centros de union, uno de ellos especifico de una hebra de actina, y el otro
especifico para una hebra de tropomiosina. La unién a la tropomiosina, parece
que tiene lugar en un punto fijo, pero la unién al filamento de actina
experimenta su formacion y ruptura dependiendo de la union de Ca™. A lo
largo de un filamento delgado, se encuentra una molécula de troponina cada 40
nm, asi que por cada siete monémeros de actina G, existe una molécula de

tropomiosina y otra de troponina.

Cuando se da algun daio en el tejido muscular, es cuando se podrian
encontrar en el torrente sanguineo alguno de los componentes proteicos que
tienen que ver con el proceso de contraccidon- relajacion. Las troponinas son
marcadores bioquimicos que pueden ser utilizadas para la deteccidn de dafio

celular. Las subunidades T, C e | de la troponina son proteinas del aparato
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contractil, que se presentan en diversas isoformas, dependiendo del musculo
especifico de que provengan. La determinacion de estas sustancias junto con
otros marcadores bioquimicos abre nuevas posibilidades diagnosticas en

diversas patologias, en especial en el infarto agudo del miocardio.

El valor diagnostico de la troponina ha sido ampliamente discutido en
tiempos recientes. La determinacién que se mantuvo en boga por cierto tiempo
fue la medicion de la troponina T (TnT). Sin embargo, recientemente se ha
insistido en que es la troponina | (Tnl) la que posee mayor sensibilidad y
eficiencia para el diagnostico de diferentes dafio musculares
(dafo cardiaco y dafio musculo esquelético). Las referencias que existen al
respecto son numerosas y se han descrito comparaciones con otros
parametros: las isoenzimas de deshidrogenasa lactica (LDH), creatina kinasa
(CK) y sus isoenzimas como la CK-MB, mioglobina e incluso con la misma TnT.
Con estas comparaciones se ha llegado a la conclusidén de que es la Tnl es la
mejor opcion para el diagnéstico de dichos dafios musculares (Stephan Sorichter
et al., 1997).

A. Isoformas de la Troponina | como marcadores de dafio muscular:

Se ha sugerido el uso de anticuerpos que reconozcan en conjunto a la
Tnl junto con las otras dos subunidades, ya que se ha descrito que la Tnl se
libera al torrente sanguineo, en algunas ocasiones libre y en otras formando
complejos con las otras subunidades tropdnicas. Existen unicamente tres
isoformas de Tnl: la del musculo esquelético rapido (rTnl), la del musculo
esquelético lento (sTnl), y la del musculo cardiaco (cTnl) (Wilkinson et al.,
1978). Las tres isoformas estan codificadas por genes diferentes y tienen una
variacién del 40% en sus secuencias de aminoacidos. La cTnl tiene un residuo

adicional de aminoacido en su extremo N-terminal (Mair et al., 1992).

Asimismo, se ha demostrado que el musculo esquelético no expresa
cTnl ni durante su fase de desarrollo, ni como respuesta a estimulos. Por
consiguiente, la cardioespecificidad absoluta de la cTnl permite distinguir entre

lesiones cardiacas y lesiones esqueléticas, y permite el diagnostico de infarto
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de miocardio diferente de lesiones musculares (rabdiomidlisis, politraumatismo)
y la cirugia no cardiaca. También se han demostrado niveles elevados de
troponina | en casos de angina inestable e hidropepsia cardiaca. La cTnl es 13
veces mas abundante en el miocardio que la CK-MB y normalmente no circula
en la sangre, por lo que la senal de tasa de ruido es mas favorable para la
deteccidon de necrosis miocardica. Los datos acumulados a partir de diversos
estudios indican que los niveles de troponina | son detectables (por encima de
los datos indicados para muestras no-IAM) transcurridas 3—6 horas desde la
aparicion del dolor de pecho. El reconocimiento diferencial de las formas de
cTnl, en su forma libre 0 acomplejada, es comun en la mayoria de los métodos
comerciales. En algunos ensayos las respuestas relativas a las diversas formas
de cTnl son practicamente equivalentes, mientras que en otros ensayos

muestran una diferencia sustancial.

La isoforma sTnl tiene especificidad absoluta de musculo esquelético,
con una ventana amplia de diagnostico, que permite un diagnostico temprano
(de 2 a 6 horas), y tadio después de 24 a 48 horas, y por ultimo una alta

sensibilidad con una gran magnitud de respuesta.

Diferentes estudios evaluan la respuesta de la sTnl y se comparan con
su concentracién a lo largo del tiempo con la CK, la MB y MHC en muestras
seriadas de sangre de diferentes grupos de atletas (Gunst et al., 1998). En
general hay un aumento relativo mayor en la sTnl sobre los valores basales
comparados con los otros marcadores estudiados. Los niveles mas altos de
liberacion que se presentan en la MB, se consiguen antes (media 2 horas),
seguida de la sTnl (media 6 horas), la CK (de media un dia) y la MHC (de
media 2 dias). Los resultados de este estudio prueban la evidencia de que un
esfuerzo muscular alto, asociado con la concentraciéon excéntrica o cambios
longitudinales, que ocurren durante la concentracion excéntrica, causan una

rapida disociacion y o degradacidén con una rapida eliminacion de sTnl.

En la isoforma sTnl se detecta un aumento a las 2 a 6 horas después
del inicio del ejercicio, que origina el dafio muscular, con una mayor respuesta

si se trata de un ejercicio excéntrico (Gunst et al., 1998). La sTnl tiene un
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amplio rango como marcador inicial, con un tope a las 24 horas y
permaneciendo elevada por lo menos uno o dos dias. En contraste con todos lo
demas marcadores disponibles la sTnl es una proteina uUnica en musculo
esquelético. Aumenta rapidamente en plasma, particularmente su pico mas alto
en un corto tiempo indica alteraciones del filamento fino de la troponina,

después de dafio muscular inducido por el ejercicio.

Finalmente, aunque se recomienda el uso de la TnT como prueba
diagndstica, la evaluacién de la CK-MB y la mioglobina son otros parametros
utiles, en especial para la determinacion de la fase de dafio y la toma de
decisién terapéutica. Para la determinacion de dafio muscular, la TnT aparece
primero que la Tnl, pero aquella presenta la limitacion de no ser tan especifica

como la ultima.

4.4.2. Cadenas de miosina

La miosina es otra proteina miofibrilar que interacciona reversiblemente
con la Actina durante la contraccion muscular. Esta constituida por una cadena
pesada con dos cadenas ligeras en cada extremo. Existen dos tipos de
cadenas ligeras: las cadenas ligeras de tipo 1, que tienen una masa molecular
relativa de 29.000 Da, y las cadenas ligeras de tipo 2, que tienen una masa
molecular relativa de 24.000 Da. Las moléculas de cadenas ligeras de miosina
de tipo 1 y de tipo 2 existen en varias formas (isoformas) que difieren por la
composicidon en aminoacidos. Sin embargo, no se conocen isoformas
especificas en el miocardio. Se han desarrollado varios anticuerpos
monoclonales para reconocer diferentes epitopos de la cadena ligera de la
miosina (Weeds et al., 1971). La cadena pesada de miosina tipo 3 (3-MHC) es
la predominante en humanos con miocardio sano y dafado. Junto con las
cadenas ligeras de miosina, la B-MHC, forma la miosina, que es la mayor
proteina estructural del miocardio. La R-MHC también se expresan en las fibras
musculares esqueléticas, por lo tanto no son cardioespecificas (Harrington et
al., 1984). Se ha sugerido que podria ser util para la deteccién del dafo

miocardico menor (Hoberg et al., 1987) y para identificar pacientes con
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enfermedad coronaria severa y determinar su pronodstico (Katus et al., 1988;
Ravkilde et al., 1995).

4.4.3. Mioglobina

La Mioglobina es una hemo proteina monomérica de 153 aminoacidos,
que se encuentra principalmente en las células del musculo estriado (musculo
esquelético y cardiaco). Su concentracién representa el 2% de las proteinas
totales del musculo, y su funcién es transportar y almacenar oxigeno en la
célula. Se une reversiblemente al oxigeno, aumentando su transporte a la
mitocondria, y juega un papel importante en el metabolismo aerdbico de la
célula. Una pequefa parte esta ligada a elementos estructurales de las células
musculares, y el resto esta localizada en el citoplasma. No presenta
especificidad miocardica. Tras necrosis tisular, la Mioglobina es liberada por las
células musculares y aparece en la circulacién sanguinea y en la orina. Su

principal ventaja radica en la rapidez de su elevacion en la sangre.

La Mioglobina es el marcador biologico mas precoz de la necrosis
miocardica. Su peso molecular (17.800 Da) le permite una rapida difusion, mas
rapida que otras moléculas de mayor peso como CK (80.000) o LDH (130.000).
La Mioglobina aparece en sangre periférica 2 6 3 horas después del inicio del
dolor y alcanza niveles patologicos 3—6 horas antes que la CK-MB. El nivel de
maxima concentracion se alcanza en unas 6-9 h, mientras que otros
marcadores cardiacos lo hacen en unas 12-19 h. Su eliminacién es por via
renal (Gibler et al., 1987; Ohman et al., 1990; Mair, 1997).

5. IMPORTANCIA DE LA ACTINA EN LA FIBRA MUSCULAR

5.1. GENERALIDADES

La actina es una de las dos mayores proteinas del musculo, y puede
llegar a representar mas del 20 % del total de proteinas celulares (Korn, 1982;
Aranega et al., 1990). Ademas de ser una de las proteinas mas abundantes en

la naturaleza, la actina es también una de las proteinas mas conservadas
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(Hirano et al., 1987). Tanto su presencia generalizada, como su estabilidad

evolutiva, sugieren la importancia biol6égica fundamental de la actina.

La actina es el mayor componente de los filamentos delgados del
musculo. Puede aislarse tratando polvo seco de musculo con soluciones
salinas muy diluidas. Este tratamiento disgrega los filamentos de actina en sus
subunidades globulares, las cuales estan compuestas por un unico polipéptido
de 43 KD de peso molecular (Korn, 1982), conocido como actina globular o
actina G. Cada molécula de actina G esta intimamente asociada a un Ca**, que
estabiliza su configuracién globular, y también a una molécula de ATP, a través

de su enlace no covalente (Alberts et al., 1986).

5.2. POLIMERACION

Monomérica o de baja fuerza ionica, la actina G polimeriza a través de
un enlace reversible no covalente, en filamentos de actina flamentosa o actina
F que contiene miles de protomeros (Grazi et a/, 1986), cuando las
concentraciones de Mg?* o las fuerzas iénicas llegan a niveles fisioldgicos
(Oosawa et a/, 1971). Después de la polimerizacion continuan adiciones y
pérdidas de mondmeros en los extremos de los filamentos hasta alcanzar un
estado estable. El filamento de actina esta polarizado, y es facilmente
demostrable, con imagenes de microscopio electronico, la presencia de estos
filamentos juntos a los de miosina, los cuales en ausencia de adenosin-
trifosfato (ATP), se liga a la actina F con un angulo de 45 grados (Moore et al.,
1970).

Solo es conocida la actuacién de la actina polimérica, y la estudiada con
mas interés, ha sido la actina que compone los filamentos delgados del
musculo estriado, la cual, junto con los filamentos gruesos de miosina,
proporcionan el mecanismo quimico necesario para la contraccion (Eisenberg,
1985). La contraccién muscular es una de las manifestaciones mas evidentes
del rol que juegan los microfilamentos de actina F en la motilidad de todas las
células eucariotas. La locomocién celular, la citoquinesis, fagocitosis vy

retraccidon de las plaquetas son unos pocos ejemplos de las actividades
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mecanicas actomiosin dependientes de las células no musculares, que son

fundamentalmente similares a la contraccion muscular (Korn, 1982).

En el musculo, el proceso de polimerizacion es importante sélo para
proporcionar y mantener los filamentos delgados necesarios para la actividad
contractil. Aunque el estado de organizacion de la actina en las células esta
muy influenciado por las interacciones de actina G y actina F con otras
proteinas (Pollard, 1986), la polimerizacién es una propiedad de la actina sola.
Por esto es esencial entender el mecanismo de polimerizacion de la actina para
orden de comprender la dinamica de los complejos sistemas de los

microfilamentos.

Ya hemos mencionado que los monémeros de actina-G estan ligados a
una molécula de ATP por un enlace no covalente. Este es hidrolizado a actina-
F adenosin difosfato (ADP), y fésforo inorganico libre (Pi), durante la
polimerizacion, en un proceso que envuelve la formacién transitoria de actina-F
+ Pi (Carlier, 1987). EI ATP no es resintetizado cuando se despolimeriza la
actina-F, pero el ADP unido a la actina-G, que es disociada desde el extremo
del filamento, se intercambia por ATP en solucion y se regenera la actina-G-
ATP. Asi, la polimerizaciéon y despolimerizacion da como resultado una
continua hidrdlisis del ATP, y por lo tanto, se puede considerar a la actina como

una adenosintrifosfatasa (ATPasa) (Korn, 1982).

En contraste con otros polimeros biolégicos, la funcién de los
miofilamentos  requiere espacial y temporalmente una regulada
depolimerizacion asi como polimerizacion. Los nucleosidos trifosfatos hacen la

funcién de reguladores para esta interconversion de mondémeros a polimeros.

La division del ATP es totalmente paralela a la formacion de actina-F. En
una fase temprana de la polimerizacion, se divide una molécula de ATP en el
oligbmero, formando una iterfase entre ATP-actina y una subunidad de
ADP.Pi-actina. Esta interfase llega a ser el lugar preferente para la hidrélisis, al
menos en un extremo de los filamentos. A grandes concentraciones de

monomeros de actina la elongacion es mas rapida que la hidrolisis del ATP en
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el filamento. El proceso de polimerizacidén sucede de tal manera que, al caer la
concentracion de mondmeros, la elongacién del filamento es menor que la
hidrolisis del ATP. Asi los segmentos de ATP-actina y ADP-Pi-actina llegan a
ambos extremos del filamento. Cuando la concentracion de mondémeros se
aproxime a su concentracion critica, las subunidades de ATP-actina

desaparecen.

Como resultado de la hidrolisis del ATP, la concentracién critica de ATP
de uno de los extremos del filamento es mas baja que en el otro extremo y esto
podria dar lugar a despolimerizaciones parciales del filamento. Aunque la
despolimerizacion podria ser menor en presencia de Pi, el cual se ligaria a las
subunidades de actina-F dando lugar a la formacion de ADP.Pi-actina. Esto
reduciria, pero no eliminaria,las diferencias en las concentraciones criticas de
ATP en los dos extremos del filamento. Asi la division del ATP y los niveles de
Pi que acompanan a la polimerizacion de la actina y las subunidades de
ADP.Pi-actina en uno de los extremos del filamento proporcionan varios
mecanismos potenciales de regulacion de la dinamica de los microfilamentos

en las células musculares (Korn et al., 1987).

5.3. ESTRUCTURA

En cuanto a la estructura en si de la proteina analizada al microscopio
electrénico, la actina F tiene la apariencia de una doble cadena enrollada en
hélice hacia la derecha y con entrecruzamientos cada 36 nm. Pioneros en el
estudio de los filamentos de actina fueron los trabajos de Hanson (Hanson,
1967) que estudid los paracristales de actina porque estos estan
extremadamente bien ordenados y son facilmente observables en analisis de
imagen. El objeto de estudio fue un paracristal inducido por una gran
concentracion de Mg2+. Son muchos los grupos que han trabajado en orden de
determinar la estructura tridimensional de la actina y de la actina junto a la
tropomiosina. En sus reconstrucciones, los filamentos de actina tienen de 7 a 8

nm. de ancho ( Wakabayashi et a/., 1975).
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Sin embargo datos obtenidos por difraccion de rayos X para conseguir
imagenes de actina F, han sido interpretados indicando una cadena simple
enrollada en hélice hacia la izquierda, con alguna controversia acerca de la

orientacién de sus subunidades (Egelman, 1985; Engelman et al., 1984).

Fowler y Aebi (Fowler, 1983) hablan de un modelo de filamentos de
actina cuyo diametro es 7 a 8 nm., y en el que las subunidades globulares
llevan un ordenamiento paralelo al eje longitudinal del filamento. Engelman y
Padron (Engelman et al., 1984) establecen un modelo en el cual el diametro de
los filamentos de actina es de 9.5 nm., y las subunidades globulares estarian

ordenadas perpendicularmente el eje longitudinal del filamento.

El modelo ideal de los filamentos de actina consiste en subunidades
idénticas equivalentemente ordenadas en un enrejado helicoidal. Este enrejado

determina la simetria de los filamentos.

Asi la simetria de un filamento ideal viene determinada por dos
parametros, la altura espacial por subunidad (2.73 nm) y el angulo entre
subunidades (167 grados). Por ultimo diferente estudios afirman que las
diferencias entre los angulos formados entre las subunidades de actina, en
diferentes filamentos, es pequefia, y que puede variar en un mismo filamento

en condiciones diferentes (DeRosier et al/, 1984).

Se han realizado multiples esfuerzos para conocer de manera mas
detallada la estructura atémica de la actina (Kabsch et a/, 1990; Colmes et al,,
1990). Unos de los mas importantes estudios en este sentido ha sido realizado
por Milligan (Milligan et a/, 1990) usando microscopia electronica y métodos de
procesamiento de imagenes helicoidales para calcular mapas tridimensionales
de la actina-F. Sus resultados corroboran que el eje mayor de los monomeros
se ubica mas o menos a lo largo de la helice del filamento y que este tiene un
maximo de diametros de 95-100 A. Identifican en los monémeros un dominio
interno y otro externo situados alrededor de los 26 y 17 A respectivamente del

flamento axial y localizan dos conexiones entre los mondmeros, una
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longitudinal entre los dominios internos de mondmeros adyacentes y otra
diagonal entre el dominio interno y el externo y ambas se encuentran alrededor
de 20 A de filamento axial. Estos autores también localizan, en la molécula de
actina, los sitios de union a la tropomiosina y cabezas de miosina. Asi
demuestran que, en ausencia de Ca2+ y de cabezas de miosina, la
tropomiosina se encuentra en el dominio interno de la actina cerrando los
contactos de la hélice, y que el lugar de mayor unién con la miosina se
encuentra localizado en la porcion inferior de la cara frontal del dominio externo
y parece extenderse, a través del dominio interno, cerca del lugar de unién con

la tropomiosina.

5.4. ISOFORMAS

En los grandes vertebrados la proteina citoesquelética actina existe en
seis isoformas diferentes, las cuales han sido codificadas por genes separados
(Firtel, 1981). Estos genes se expresan con patrones especificos en cada
tejido: dos isoformas predominantes en células no musculares (B y y no
musculares), dos en las células musculares lisas (a y y de musculo liso), una
en musculo cardiaco (a cardiaca) y una en el musculo esquelético (a
esquelética). La complejidad en la expresion de las diferentes isoformas ha
dado lugar a multiples sugerencias sobre las posibles diferencias funcionales
de la actina (Bravo et a/, 1981; Korn, 1982).

La miogénesis, durante la cual las células exhiben grandes cambios en
la expresion de las isoformas, es un modelo muy utilizado para la localizacion
de las isoformas (Minty et al., 1982; Vankerckhove et al., 1986). Métodos
bioquimicos e inmunohistoquimicos han sido usadas para determinar si la
actina muscular y no muscular se encuentra dentro de diferentes localizaciones
musculares durante la miogénesis (Lin et al., 1986). Lubit y Schwartz (Lubit et
al., 1980) usaron un anticuerpo especifico para las isoformas no musculares de
la actina, y observaron que no marcaba la actina de los microfilamentos de la
banda | de las fibras musculares. Pardo y cols. (Pardo et al., 1983) usaron un
anticuerpo, que reaccionaba con la isoforma y actina (y-no muscular y y-

musculo liso), en secciones congeladas de diafragma de ratdén. Este anticuerpo
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marcaba la periferia de la mitocondria, pero no marcaba las bandas | del
aparato contractil muscular. Fatigati y Murphy (Fatigati et al., 1984) analizaron
las isoformas a-musculo liso, B-no muscular, y-musculo liso y y-no muscular en
15 diferentes musculos lisos, y observaron una gran proporcion de la isoforma
a-musculo liso en tejidos que tenian un alto grado de tono muscular, y esta
isoforma desaparecia en células en cultivo al tiempo que se modificaba el
fenotipo de célula contractil a célula proliferativa. Otey y cols. (Otey et al., 1988)
consiguieron un anticuerpo que reconoce solo la isoforma a-esquelética de la

actina.

DeCouet y Weber (DeCouet et al., 1983), analizaron la secuencia de
aminoacidos de actina de mamiferos y aves, concluyeron que un ancestral gen
de la actina muscular, expresados en vertebrados inferiores, se duplicé antes o
durante una fase temprana de la evolucion, resultando un gen de actina de
musculo liso y un gen de actina de musculo estriado. Una segunda duplicacion
puede haber dado lugar a genes de actina estriada cardiaca, genes de actina
estriada esquelética, genes de actina de musculo liso vascular y genes de
actina de musculo liso no vascular. Hightower y Meagher (Hightower et al.,
1986), compararon nucleotidos y secuencias de aminoacidos de 20 genes de
actina, y observaron que comparando las secuencias que habia entre los
diferentes genes de actina muscular y de actina citoplasmatica en grades

vertebrados habia menos de un 3 % de divergencia.

La Actina F tiene la apariencia de una doble cadena enrollada en hélice

hacia la derecha y con entrecruzamientos cada 36 nm. (Figura 18)

En la actualidad se han descrito 183 secuencias diferentes para la
Actina que estan disponibles en la base de datos SwissProt. En los grandes
vertebrados la proteina citoesquelética Actina existe en seis isoformas
diferentes, las cuales han sido codificadas por genes separados (Firtel, 1981).
Estos genes se expresan con patrones especificos en cada tejido: a (musculo
cardiaco), a1 (musculo esquelético), a2 (musculo liso vascular), a3 (musculo

liso intestinal), B (citoplasmatica) y y (citoplasmatica). (Sheterline et al., 1998).
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FIGURA 18. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA ACTINAG Y ACTINAF.

La a Actina en humanos es idéntica a la del ratén (Mus musculus) y el
pollo (Gallus gallus) (Hamada et al., 1982; Alonso, 1987; Chang et al., 1985).

La a Actina difiere de la a1 Actina en 4 aminoacidos y de la a2 Actina y
a3 Actina en 5. Mayor heterogenicidad se encuentra entre la a Actina y la B
Actina que se diferencia en 22 residuos y con la y Actina en 21. (Von Arx et al.,
1995)

5.5. UTILIZACION DE LA ALFA ACTINA EN DANO MUSCULAR
CARDIACO.

La a-Actina es una de las proteinas mas abundantes presentes en el
aparato contractil de las fibras musculares cardiacas. Representa mas del 20%
del total de proteina en la sarcomera (Korn, 1982; Aranega et al., 1991). Es el
componente mas importante de los filamentos delgados. Mediante técnicas
muy sensibles de inmunoblotting se puede detectar su presencia en los
primeros estadios del infarto de miocardio, incluso desde la primera hora desde
el comienzo de los sintomas, y en pacientes afectados de angina (Aranega et
al., 1992). Muestra una elevada especificidad y sensibilidad. No se ve

interferida en caso de afectacion muscular estriada. Presenta una liberacion
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bifasica y es detectable hasta los siete dias después del episodio isquémico
(Aranega et al., 1993).

Ademas de las Troponinas existen otras moléculas que han sido
estudiadas y han demostrado ser utiles en el diagndstico del dafo cardiaco.
Este es el caso de la alfa actina. En trabajos realizados por A.E. Aranega en
1991 (Aranega et al., 1991) se aportaban resultados muy interesantes a favor
del uso de la alfa actina como marcador molecular de cardiopatia isquémica.
Esos trabajos tuvieron continuidad con la sucesiva publicacion de nuevos

resultados.

Se demostré la liberacion de alfa actina circulante en el suero de
pacientes con Angina Inestable (Aranega et al., 1992) con una alta sensibilidad,
entre el 63,6% y el 100%. En 20 sueros controles solo se detecto alfa actina en
uno de ellos y en otro grupo de 30 individuos con dafio muscular esquelético
so6lo se detecté en 4 de ellos. Estos resultados eran similares a los que
obtenian otros autores con la Troponina T (Katus et al., 1989). También se
describid una liberacién bifasica con un primer pico en la primera hora y otro
posterior a las 50 h del inicio de los sintomas. La alfa Actina pudo detectarse
durante una semana (175 h) después del comienzo del cuadro clinico. No se
encontré significacion estadistica entre las medias de los diferentes tipos de
Angina, ni tampoco relacion con el tabaco, hipercolesterolemia, diabetes ni con

antecedentes de cardiopatia isquémica previa.

La alfa actina también ha sido detectada en el suero de pacientes con
IAM (Aranega et al., 1993).

La alfa actina se trata de un marcador muy precoz por su liberacion entre
las 0 a 6 horas, como ya indicé (Aranega et al., 1993). Esta cinética puede
corresponderse con una rapida y temprana liberacion de Actina del
compartimento celular citoplasmatico que se acompafaria posteriormente del

componente estructural.
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Esta publicado que se detecta alfa actina en el suero de pacientes con
Angina Inestable (Aranega et al., 1992) y que la alfa actina es sensible para
demostrar pequefios niveles de lesion miocardica (Prados et al.,, 1995) en

pacientes sin IAM.

Con la alfa actina también esta descrito que valores elevados se
relacionan significativamente con un mayor numero de complicaciones
(Aranega et al., 1993). Es decir, la alfa actina puede tener valor también como

criterio prondstico de la Angina Inestable ademas de diagnosticarla.
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A. General

En el contexto del dano musculo esquelético o de la disfuncion
contractil, se estan empleando marcadores moleculares que detectan dafo
celular con fines diagndsticos. Principalmente, se estan usando las Troponinas
(I'y T) que son proteinas reguladoras del aparato contractil. Dentro del conjunto
de las proteinas contractiles intracelulares en los sujetos con dafio muscular
entendemos que las que se encuentran en mayor cantidad, seran las que
tendran mayores posibilidades de ser liberadas al torrente circulatorio cuando
exista lesion celular, como consecuencia del mecanismo de lesion muscular.
Una mayor concentracién intracelular de proteina en los compartimentos
citosdlico y/o citoesquelético, permitira incrementar en mayor medida, y con
mayor rapidez, los niveles circulantes de esa proteina en el torrente sanguineo.
Esa mayor rapidez permitira aumentar la sensibilidad temprana de la prueba. Si
a la precocidad, le afadimos la especificidad intrinseca de una molécula de
origen exclusivamente musculo esquelética, tendremos un test de mayor

potencia diagnostica que los actuales, en una sola determinacion.

Por otra parte, si ganamos en sensibilidad para detectar lesiones de
menor extension, no se necesitard afectar a un gran numero de células
musculares para incrementar la concentracion sérica circulante de la proteina.
Esto permitira alcanzar mas facilmente el rango analitico del método de
determinacién, y por lo tanto, diagnosticar con mayor sensibilidad el minimo
dafo muscular. Al disminuir el nivel de detecciéon de lesion esquelética,
estaremos aproximandonos a encontrar un test diagndstico que pueda
identificar a los deportistas con dano muscular hasta ahora limitado su
diagndstico a criterios clinicos (actividad enzimatica), resonancias y ecografias

de la zona danada, tras lesiones de importancia.

B. Especifica

Aun no se ha encontrado un marcador biolégico que represente una

solucion definitiva al diagndstico precoz y especifico del dafio muscular. Se
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precisa de un test rapido y fiable que permita anticipar la terapéutica adecuada

y el tratamiento especifico de ese deportista.

Pensamos que la alfa actina reune potencialmente unas caracteristicas
que la pueden convertir en un nuevo y mas eficaz marcador bioquimico de
dafio musculo-esquelético. Se trata de una proteina muy abundante en el
citoplasma, en mucha mayor concentracion que los marcadores empleados

actualmente y que tiene una isoforma especifica del musculo esquelético.

Estimamos que la alfa actina es un candidato ideal para responder a las
carencias diagnosticas que poseen otros marcadores y consideramos que
evaluar sus resultados comparativamente en las mismas muestras con otros
marcadores actualmente en uso podria reportarnos informacion muy
interesante y todavia inédita acerca de su utilidad en el terreno del rendimiento

deportivo.
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A. Generales

Analizar la utilidad diagndstica de los diferentes marcadores bioquimicos
como marcadores de dafio musculo esquelético. En especial estamos
interesados en la precocidad en el diagndstico, y evaluar posibles interferencias
derivadas del dafo cardiaco. Avanzar en el estudio de la a-Actina como
marcador bioquimico de dafio musculo esquelético y compararlo con la
actividad de creatina fosfoquinasa (CPK), troponina T (TnT), troponina | (cTnl),
mioglobina (MIO) y lactato deshidrogenasa (LDH) en diferentes grupos de
estudio, sujetos sedentarios (con traumatismo y sanos) y deportistas

(lesionados y sanos).

B. Especificos

1. Determinar a-Actina sarcomérica en suero de pacientes con dafio musculo
esquelético severo comprobado, y compararla con los resultados de CPK
actividad, Troponina |, Troponina T y Mioglobina obtenidos en los mismos

pacientes.

2. Comparar los resultados obtenidos, de los pacientes con dafio musculo
esquelético severo comprobado, con los niveles de a-Actina sarcomérica,
CPK actividad, LDH, troponina I, troponina T y mioglobina de un grupo de

sujetos sanos.

3. Determinar a-Actina sarcomérica en suero de deportistas con dafio musculo
esquelético y deportistas sanos y compararla con los resultados de CPK
actividad, LDH, troponina |, troponina T y mioglobina obtenidos en los

mismos sujetos.

4. Estudiar que marcador se libera mas precozmente, con la finalidad de poder
adelantar el diagnéstico, y practicar medidas terapéuticas mas tempranas

que puedan mejorar el prondstico del paciente.

3. Estudiar que marcador puede detectar mejor el menor dafio muscular.
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4. Investigar los indices de dafio muscular en sangre después de un partido de

alta competicion y después de un test de esfuerzo maximo en tapiz rodante.
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1. GRUPOS DE PACIENTES

Nuestro estudio se llevo a cabo en un total de 134 sujetos. A todos los
sujetos se les determinan las siguientes variables para su posterior estudio:
e Edad.
e Sexo.
e Hora de extraccion de la muestra.
e Diagndstico del tipo de dafio muscular esquelético que
padecen.
e Extraccion de muestras a nivel basal y después de

diferentes situaciones de esfuerzo fisico.

Dichos sujetos fueron agrupados en cuatro categorias diferentes:
- Grupo A: sujetos no deportistas con dafo muscular
esquelético.
- Grupo B: sujetos sanos no deportistas.
- Grupo C: sujetos deportistas de élite.
- Grupo D: sujetos deportistas con dafio muscular

esquelético.

La confidencialidad de los datos de los sujetos esta asegurada por el uso
de una codificacion anénima para cada uno de ellos y sus respectivas
muestras. Los datos se procesan e interpretan en conjunto como grupo y no
individualmente. En el caso de los sujetos del grupo A y B se efectua una
consulta al comité ético del hospital para evaluar la necesidad del

consentimiento informado el cual no muestra disconformidad.

1.1. GRUPO A, SUJETOS NO DEPORTISTAS CON DANO MUSCULAR ESQUELETICO

El primer grupo (grupo A) lo constituyen pacientes politraumatizados,
ingresados en el Hospital de Traumatologia del Hospital Universitario “Virgen
de las Nieves”. El periodo de tiempo en el que se recogieron las muestras de

forma consecutiva fue de Abril a Julio del 2003.
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En los 33 pacientes con DANO MUSCULAR ESQUELETICO, se trata de
traumatismos graves producidos por contusiones, accidentes y caidas, este
grupo lo costituyen. 24 varones (72,7%) con una media de edad de 37,8 afos

frente a 9 mujeres (27,3%) con una media de edad de 39,2 anos (Tablas 1y 2).

La aprobacién del comité de ética fue obtenida antes de comenzar este
trabajo. Las muestras de sangre (5mL) fueron obtenidas después de que el
sujeto firmara un consentimiento informado. Los sueros son recogidos de las
muestras remitidas al laboratorio de Urgencias del Hospital de Traumatologia y
Rehabilitacion (HRT) desde los servicios de Urgencias y Cuidados Intensivos.
El criterio de seleccion es presentar un valor superior a 500 Ul/L de CK total,
método de Rosalki (Beckman Instruments, S.L.). Se revisa la historia clinica
para descartar antecedentes de patologia cardiaca conocida, traumatismo

toracico o sospecha de patologia cardiaca aguda.

SEXO N %
Hombre Media 37,8
Hombre 24 72,7 Sexo
. Mujer Media 39,2
Mujer 9 27,3
Total | Medi 47,5
Total 33 100 otal | Weda
TABLA 1. DISTRIBUCION POR SEXO DEL GRUPO A. TABLA 2. TABLA DE EDADES, EN ANOS,
DEL GRUPO A
MUJERES
27%
HOMBRES
73%

FIGURA 19. DISTRIBUCION POR SEXO DE LOS SUJETOS CON DANO MUSCULAR ESQUELETICO
DEL GRUPO A.
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1.2. GRUPO B, SUJETOS SANOS NO DEPORTISTAS

Las muestras tomadas para formar el grupo control de sujetos sanos
(grupo B) sin ningun tipo de dafio muscular ni lesién, se obtuvo de sueros
recogidos del servicio de urgencias durante Agosto y Septiembre de 2003. Se
revisaron las historias clinicas de esos pacientes y se descartaron los que

presentaban alguna referencia de dafio muscular.

El grupo de CONTROL lo constituyen 33 pacientes sanos, 24 varones
(72,7%) y 9 mujeres (27,3%) con medias de edad de 54,5 y 76,3 anos

respectivamente (Tablas 3 y 4).

Son pacientes sin daino muscular esquelético ni patologia cardiaca
conocida. Las muestras son recogidas sucesivamente de aquellos pacientes
que acuden al Servicio de Urgencias del Hospital Universitario “Virgen de las
Nieves” (Centro Médico Quirurgico) por otra causa que no sea de origen
musculo esquelético. Se revisan todas y cada una de las historias clinicas para
descartar el antecedente recientes de dafo muscular esquelético y de

cardiopatia isquémica.

SEXO N % .
Hombre Media 54,5
Hombre 24 72,7 Sexo
Total 33 100,0 Total Media 58,5

TABLA 3. DISTRIBUCION POR SEXO DEL GRUPO B. TABLA 4. TABLA DE EDADES, EN ANOS,
DEL GRUPO B.

MUJERES
27%

HOMBRES
73%

FIGURA 20. DISTRIBUCION POR SEXO DE LOS SUJETOS SANOS DEL GRUPO B.
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1.3. GRUPO C, SUJETOS DEPORTISTAS DE ELITE

El grupo de sujetos mas importante es el de deportistas de élite (grupo
C). El método seguido para captar a los deportistas ha sido seleccionar a todos
los que llegaban al Centro Andaluz de Medicina de Deporte (CAMD, Sevilla)
para una valoracion funcional del estado fisico o para su preparacion fisica en
el centro, también se contd en este grupo con la participacion del equipo de
balonmano de la universidad de granada y el equipo de rugby. A estos sujetos
se les realizd una extraccion sanguinea a su llegada al mismo durante los

meses de septiembre, octubre y noviembre de 2003.

El grupo de deportistas de élite esta formado por 48 sujetos, 6 mujeres
(12,5 %) y 42 hombres (87,5 %) con unas medias de edad de 28,6 en los
hombres y de 27.3 en las mujeres. El rango de edad en los hombres se
encuentra entre los 15 y los 38 afos y en las mujeres, desde los 19 hasta los
32 anos (Tablas 5y 6).

SEXO N %
Hombre 42 87.5 Hombre Media 28,6
Sexo
Mujer 6 12,5 Mujer Media 27.3
Total 48 100,0 Total Media 27.8

TABLA 5. DISTRIBUCION POR SEXO DEL GRUPO C. TABLA 6. TABLA DE EDADES, EN ANOS,
DEL GRUPO C.

MUJERES
13%

HOMBRES
87%

FIGURA 21. DISTRIBUCION POR SEXO DE LOS DEPORTISTAS DEL GRUPO C.
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Dentro de este grupo se hicieron varios subgrupos dependiendo de la
especialidad realizada por los deportistas (deportes de equipo y deportes
individuales). A estos subgrupos se le hizo un seguimiento mas profundo,
realizando varios experimentos para estudiar como varian los parametros a
analizar, ante diferentes situaciones de estrés (como un partido de alta

competicion o un test de esfuerzo maximo realizado a cada sujeto).

1.3.1. Subgrupos:

SUBGRUPO 1: DEPORTE DE EQUIPO, BALONMANO: formado por 16
deportistas, del equipo de balonmano de la Universidad de Granada,
que juegan en la division de honor B, siendo todos hombres con una

media de edad de 24,5 afnos.

SUBGRUPO 2: DEPORTE DE EQUIPO, RUGBY: formado por 10
deportistas del equipo de rugby de la ciudad de Granada, que juegan en
la division B nacional, siendo todos hombres con una media de edad de

27,7 anos.

SUBGRUPO 3: DEPORTES INDIVIDUALES: formado por 17 sujetos,
todos ellos deportistas de atletismo y remo de nivel internacional. Este
subgrupo esta formado por 5 mujeres (29 %) y 12 hombres (71 %) con

una media de edad de 25 anos las mujeres y 27,1 los hombres (Tablas 7
y 8).

Se realizaron dos estudios diferentes con dos subgrupos (Subgrupo 1y
2) para cuantificar y observar el dafio muscular producido en los deportistas,
después de la practica de un partido de alta competicion, y después de un test
de esfuerzo maximo en tapiz rodante. En los dos estudios se midieron los
mismos parametros: mioglobina (Mb), troponinas (Tnl, TnT), alfa-actina y la

actividad enzimatica de CK 'y LDH variandose solamente las condiciones.

1° Estudio: Ver los indices de dafio muscular en sangre producidos
después de un partido de alta competicion de balonmano y de rugby. Este
estudio estuvo formado por 23 sujetos, todos hombres, con una edad media de

24,5 anos. El estudio se repartié en dos grupos con parecido tamafio muestral.
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Los tamafos de los grupos fueron los siguientes: Ny; 13 jugadores de

balonmano y Ny; 10 jugadores de rugby.

2° Estudio: Ver los indices de dafio muscular en sangre producidos
después de un test de esfuerzo maximo en tapiz rodante. Este estudio estuvo
formado por 9 sujetos hombres con una edad media de 26,5 afios
correspondientes al subgrupo 1 con el fin de analizar las modificaciones que
sufrian las variables en una situacion de estrés fisico diferente (test de

esfuerzo).

DEP.
INDIVIDUALES BALONMANO
38% 38%

RUGBY
24%

FIGURA 22. DISTRIBUCION POR DEPORTES DE LOS SUBGRUPOS DEL GRUPOC

SEXO N %

Hombre Media 27,1
Hombre 10 62,5 Sexo
Mujer 6 37,5 Mujer Media 25
Total 16 100,0 Total Media 24,6

TABLA 7. DISTRIBUCION POR SEXO DEL SUBGRUPO3. TABLA 8. TABLA DE EDADES, EN
ANOS, DEL SUBGRUPO 3.

MUJERES
38%

OHOMBRES
HOMBRES B MUJERES
62%

FIGURA 23. DISTRIBUCION POR SEXO DE LOS DEPORTISTAS DEL SUBGRUPO 3.
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1.4. GRUPO D, SUJETOS DEPORTISTAS CON DANO MUSCULAR ESQUELETICO

El grupo de deportistas que padecen dafio muscular esquelético (grupo
D) fue reclutado de Octubre a Noviembre de 2003 en el mismo centro de
medicina deportiva cuando llegaban al centro para el diagnostico de la lesion.
El criterio de seleccion fue el anadlisis a través de resonancia magnética
comprobando que se trataba de una lesion musculo esquelético y que no
pasaran mas de dos dias desde que se produjo la lesién. Siendo la lesion mas
repetida entre los deportistas lesionados la lesion muscular lumbair,
encontrando también lesiones en distintas localizaciones corporales, dentro de
los deportistas seleccionados, como a nivel femoral, cuadriceps, biceps, gluteo,

tobillo, etc.

El grupo de deportistas lesionados esta formado por 20 sujetos, 7
mujeres (35 %) y 13 hombres (65 %) con unas medias de edad de 24,15 en los

hombres y de 23,4 en las mujeres (Tablas 9 y 10).

SEXO N %

Hombre Media 2415
Hombre 13 65 Sexo
Mujer 7 35 Mujer Media 234
Total 20 100,0 Total Media 23.9

TABLA 9. DISTRIBUCION POR SEXO DEL GRUPO D. TABLA 10. TABLA DE EDADES, EN ANOS,
DEL GRUPO D.

MUJERES
35%

HOMBRES
65%

FIGURA 24. DISTRIBUCION POR SEXO DE LOS DEPORTISTAS DEL GRUPO D.
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2. EXTRACCION Y CONSERVACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero se extraen mediante venopuncién por personal
de enfermeria. Se extraen a cada sujeto, aproximadamente 5 mL de sangre. Se
recolectan en tubos con gel separador (Venoject Il, Terumo Europe). Tras
producirse la coagulacion se centrifugan durante 10 minutos a 5000 rpm
(centrifuga, Beckman Instruments). Se alicuotan sueros para realizar
determinaciones en tubos tipo eppendorf de 1,5 mL. El suero que no se va a

procesar inmediatamente se congela a -20 °C.

2.1. EXTRACCION DE LAS MUESTRAS A 2 SUBGRUPOS EN DIFERENTES
SITUACIONES Y ESTUDIOS REALIZADOS.

2.1.1. Extraccion de las muestras en un partido de alta competicion.

Las muestras de suero fueron recogidas del mismo modo que al resto de
sujetos estudiados en los anteriores grupos, lo Unico que variaremos sera la
toma de las muestras, que se le realizaran varias a cada deportista

dependiendo del experimento.

En el partido de alta competicion tanto al subgrupo 1 (partido de
balonmano) como al subgrupo 2 (partido de rugby), se le tomaran dos
extracciones de sangre a cada sujeto. Tomando una antes del partido de
competicion y otra justo al terminar el partido. Se extraen en cada toma 5 mL
de sangre y procesaremos las muestras igual que con el resto de los grupos de

estudio.

2.1.2. Extraccion de las muestras en un test de esfuerzo maximo en tapiz

rodante.

Este estudio se realizard sélo con el subgrupo 1 (jugadores de
balonmano), debido principalmente a la agresividad del estudio y el impacto

que produce.
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Se realizaran 4 extracciones de sangre a cada sujeto. Tomando la
primera justo antes de comenzar la prueba de esfuerzo, la segunda extraccion
se realiza justo al terminar dicha prueba de esfuerzo, la tercera toma se realiza
a la hora de haber terminado al prueba y finalmente la cuarta toma se realiza a
las veinticuatro horas de haber realizado la prueba de esfuerzo. Se extraen en
cada toma de sangre 5 mL de sangre y se procesaran las muestras del mismo
modo que las demas.

3. PROCESAMIENTO ANALITICO

3.1. PROTEINAS TOTALES:

La determinaciéon de Proteinas Totales se ha realizado en un
autoanalizador SYNCHRON Cx4 (Beckman Instruments). Se realiza por el
método de Biuret a punto final regulado. Durante la reaccion, los enlaces
peptidicos en la muestra de proteina se ligan a los iones cupricos, en un medio

alcalino, para formar complejos peptidicos con el cobre de color.

El sistema SYNCHRON Cx4 suministra automaticamente el volumen
necesario de muestra y de reactivo en la cubeta. La proporcion utilizada es una
parte de muestra por cada 50 partes de reactivo. El sistema controla la
velocidad de cambio de la absorbancia a 560 nm. El cambio de absorbancia es
directamente proporcional a la concentracion de proteina total en la muestra y
es utilizado por el sistema SYNCHRON Cx4 para calcular y expresar la

concentracion de proteina total.

Alcali

Proteina + Cu ++ Complejo proteina-cobre (color)

3.2.  ANALISIS BIOQUIMICO DE LAS MUESTRAS

Todas las muestras de los sujetos de estudio fueron analizadas en el

servicio de bioquimica del Hospital Universitario “San Cecilio”. En un sistema
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autoanalizador de parametros bioquimicos, facilitandonos todos los resultados
a nivel bioquimico, como: proteinas totales, glucosa, urea, acido urico,
creatinina, calcio, fésforo, hierro, potasio, cloro, colesterol, etc. Dichos analisis
se realizaron para tener un control medico mas fiable, descartando asi la
interferencia en los resultados de cualquier anemia o cualquier patologia a nivel

hematoldgico.

El aparato utilizado es un autoanalizador Hitachi 911 el cual esta
configurado para la utilizacion en la determinacion de los parametros

bioquimicos enunciados anteriormente.

3.3. ACTIVIDAD TOTAL DE LA CREATIN KINASA

La determinacién de Creatin Kinasa se realiza por un método cinético
enzimatico. En la reaccion, la Creatin Kinasa cataliza la transferencia de un
grupo fosfato del sustrato fosfato de creatina al difosfato de adenosina (ADP).
La subsiguiente formacion de trifosfato de adenosina (ATP) se mide mediante
el uso de dos reacciones asociadas, catalizadas por la Hexoquinasa (HK) y la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), lo que produce un dinucledtido de
nicotinamida adenina (NAD). ElI ensayo (CK) contiene el activador

monotioglicerol.

El sistema SYNCHRON Cx4 suministra en forma automatica los
volumenes correctos de muestra y de reactivo en una cubeta. La proporcion
utilizada es una parte de muestra a 20 partes de reactivo. El sistema controla el
cambio de absorbancia a 340 nm. Este cambio es directamente proporcional a
la actividad de la Creatin Kinasa en la muestra y es usado por el SYNCHRON

Cx4 para calcular y expresar la actividad de la Creatin Kinasa.

3.4. ISOENZIMAS DE CREATIN KINASA (CKMM Y CKMB)

Se realiza a través de un método electroforético con la utilizacion del

estuche de electroforesis para isoenzimas de cretain kinasa (CK). El estuche
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de electroforesis para isoenzimas de CK Paragon se utiliza en la separacion

electroforética de las isoenzimas en suero humano.

La Creatin-Kinasa humana esta formada por tres isoenzimas. Las
diferencias estructurales en las subunidades de cada isoenzima producen
diferentes cargas superficiales. Esta diferencia es la base en la separacion
electroforética de las tres isoenzimas de CK.

El principio de la electroforesis se basa en que las isoenzimas, situadas
en un campo eléctrico, migran hacia uno de los polos eléctrico. El estuche para
isoenzimas de CK Paragon se suministra para la separacion electroforética de
las isoenzimas de CK en un gel de azarosa tamponado. Después de la
electroforesis, se produce la deteccion de las isoenzimas a través de la

siguiente reaccion fluorométrica especifica:

Fosfato de creatina + ADP CK Creatina + ATP
ATP + Glucosa HK Glucosa 6 P + ADP
Glucosa 6-P + NAD G6PDH 6-Fosfogluconato + NAD + H

El NADPH se forma en cada banda isoenzimatica. Este modelo puede
ser interpretado visualmente observando la fluorescencia bajo una luz

ultravioleta, o cuantificado en un densitdmetro capaz de medir fluorescencia.

Obtencién de muestras: las muestras de suero deben ser obtenidas siguiendo

el proceso normal de laboratorio. La muestra ideal es suero fresco. La actividad
de CK en suero es inestable disminuyendo su valor después de 4 horas a
temperatura ambiente, 8 a 12 horas en tre +2°C y +8°C y en dos a tres dias
cuando se congela. Congelaciones y descongelaciones repetidas ocasionan la

inactivacion enzimatica.
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Procedimiento electroforético:

1. Preparar todas las muestras y controles.

2. Llenar cada compartimento de la cubeta de electroforesis con 45 mL
de tampdn CK.

3. Llenar un depdsito del procesador del liquidos con 300 mL de agua
desionizada.

4. Retirar el gel de su embalaje y colocarlo sobre una toalla de papel.
Secar cuidadosamente con un secante de gel y desechar éste.

5. Aplicar la plantilla.

6. Aplicar de 3 a 5 yl de muestra a través de las ranuras de la plantilla.
Esperar 5 minutos para la difusion de la muestra.

7. Secar cuidadosamente la plantilla con el secante de plantilla.
Desechar ambos.

8. Colocar el gel en el puente de la cubeta, alineando las posiciones
positivas (+) y negativa (-) del gel con las correspondientes
posiciones del puente. Colocar el conjunto en la cubeta de
electroforesis.

9. Colocar la cubeta en la Fuente de Alimentacion. Fijar la tensiéon a 100
voltios, encender y mantener la electroforesis durante 20 minutos.
10.Completada la electroforesis, retirar el gel de la cubeta de
electroforesis y colocarlo sobre un secante de CK. Situar ambos en la

de incubacion.

11.Saturar el secante de CK con un vial reconstituido de substrato CK y
colocarlo suavemente sobre la superficie del gel. Evitar las burbujas
entre el secante y el gel.

12.Cerrar la unidad de incubaciéon y ponerla en el incubador (45°C)
durante 20 minutos.

13.Después de la incubacion, retirar el secante de la superficie del gel y
desecharlo. Colocar el gel en un marco de geles e introducir tres
veces en agua desionizada. El tiempo de lavado no debe exceder de
5 segundos.

14.Colocar el gel en un secador (< 73°C) hasta su secado. Un secado

excesivo puede producir un desarrollo erréneo de albumina.
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15.Evaluar el gel visualmente bajo una fuente de luz ultravioleta o en un
densitémetro capaz de medir en fluorescencia. La longitud de onda nominal
de NADPH es 340 nm para excitacion y 455 nm para emision de
fluorescencia.

16.Los geles de CK deben ser evaluados los mas pronto posible luego de su
procesamiento; asi pueden evaluarse hasta 4 horas después si el gel seco

se almacena en un area limpia y oscilar.

3.5. MIOGLOBINA

Realizamos las determinaciones de Mioglobina mediante inmunoensayo
de quimioinmunofluorescencia en un equipo Access (Beckman Instruments).
Se trata de un inmunoensayo de tipo “sandwich” (con dos anticuerpos). A la
muestra se le afiade anticuerpo monoclonal de raton anti-Mioglobina conjugado
con fosfatasa alcalina y particulas paramagnéticas recubiertas de anticuerpo
monoclonal de raton anti-Mioglobina. La Mioglobina humana del suero es fijada
por la fase sélida, mientras que la anti-Mioglobina conjugada, en fase liquida,
reacciona especificamente con otro sitio antigénico de la Mioglobina. Después
de incubarse se somete a un proceso de separacidon mediante un campo
magnético que retiene a la fase sodlida eliminandose toda la fase liquida. Un
sustrato quimioluminiscente (Lumi-Phos 530) es afadido. La intensidad de la
luz emitida es medida con un lumindmetro. La produccion de fotones es
proporcional a la cantidad de Mioglobina de la muestra. La cantidad de analito
se determina por célculo usando una curva de calibracion multipunto

almacenada por el aparato.

3.6. TROPONINA | -CARDIO ESPECIFICA, cTnl

Realizamos las determinaciones de cTnl mediante inmunoensayo de
quimioinmunofluorescencia en un equipo Access (Beckman Instruments). El
ensayo Access Troponin | es un ensayo inmunoenzimatico (“tipo sandwich”).
Se anade una muestra a un vaso de reaccién con anticuerpos monoclonales

anti-Troponina | cardiaca conjugados con fosfatasa alcalina y particulas
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paramagnéticas recubiertas de anticuerpos monoclonales anti-Troponina |
cardiaca. La Troponina | cardiaca humana se une al anticuerpo anti-Troponina |
cardiaca en la fase sélida, mientras que el conjugado anticuerpo anti-Troponina
| cardiaca-fosfatasa alcalina reacciona con lugares antigénicos diferentes en
las moléculas de Troponina | cardiaca. Después de la incubacion, la separacion
en un campo magnético y el lavado eliminan los materiales no unidos a la fase
sélida. Se anade un sustrato quimioluminiscente, Lumi-Phos 530, al vaso de
reaccion y se mide la luz generada por la reaccion con un luminémetro. La
produccion de fotones es inversamente proporcional a la cantidad de
conjugado enzimatico presente al final de la reaccion, y por consiguiente, a la
concentracion de Troponina | cardiaca en la muestra. La cantidad de analito en

la muestra se determina por una curva de calibracidon multipunto almacenada.

3.7. TROPONINA T- MUSCULO ESQUELETICA, cTnT.

Realizamos las determinaciones de cTnT mediante inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia en un equipo Elecsys 2010 (Roche Diagnostic). Se
trata de una técnica sandwich con una duracién total del test de 18 minutos a
37°C. En el primer paso de incubacién del test Troponina T Elecsys, la
muestra, un anticuerpo monoclonal biotinilado especifico contra Troponina T y
un anticuerpo monoclonal especifico contra Troponina T marcado con quelato
de rutenio (Quelato Tris(2,2’-bipiridil)rutenio(ll) - (Ru(bpy)2+3 ) forman un

complejo tipo sandwich.

En el segundo paso de incubacién, después de la incorporacion de
microparticulas recubiertas de estreptavidina, el complejo formado se fija a la
fase sélida por la interaccidén entre biotina y estreptavidina.

La célula de medicidén electroquimioluminiscente es el componente mas
importante del sistema. Esta disefada como camara de flujo y tiene, en

principio, tres funciones:

» Separacion de las sustancias no fijadas y fijadas: Por medio de un

iman, las microparticulas cargadas con inmunocomplejos y recubiertas de
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estreptavidina se depositan en el electrodo donde permanecen fijadas durante
un breve periodo de tiempo. Los componentes reactivos no fijados y el material
de muestra sobrante se eliminan de la célula de medicién con tampdn del

sistema (ProCell).

» Generacion de electroquimioluminiscencia: Al aplicar un voltaje definido
se induce la reaccion de electoquimioluminiscencia. El fotomultiplicador mide

directamente la emision de luz generada por la reaccion.

« Una vez que la reaccion de electroquimioluminiscencia se ha
completado, se separan las microparticulas de la superficie del electrodo y se
eliminan mediante la solucion detergente de la célula de medicion (CleanCell).

La célula de medicion esta lista para la proxima medicion.

El quelato de rutenio constituye la molécula marcadora
electroquimioluminiscente. Durante la reaccidn electroquimica se oxida
primeramente Ru(bpy)2+3 a Ru(bpy)3+3 en la superficie de los electrodos.
Simultaneamente, la tripropilamina sobrante (TPA, componente de ProCell) se
oxida a un cation radical TPA+* que libera espontaneamente un proton. El
oxidante intensivo Ru(bpy)3+3 reacciona con el radical TPA*, un potente
agente reductor, para formar el complejo Ru(bpy). en un estado de excitacién
eléctrica que, por emisiéon de un foton de 620 nm, pasa al estado inicial y esta

disponible para otro ciclo de reaccion.

Un fotomultiplicador mide la intensidad de la sefal en “unidades relativas
de luz” (RLU = Relative Light Unit). La fase de tension dura 1.4 segundos en

total. En la medicidn se considera el curso de la sefial durante 0.4 segundos.

3.8. ALFA-ACTINA

La determinaciéon de alfa actina sarcomérica se realiza por medio de Western-
Blott.

Los anticuerpos que hemos utilizado han sido los siguientes:

-90 -



Antonio Martinez Amat Material y Métodos

Ac Primario

Anticuerpo monoclonal (Ig M, kappa) de ratdén anti Actina sarcomérica de

conejo, Clone alfa-Sr-1 (Dako, Dinamarca).

Ac Secundario

Goat anti-mouse Ig M (molécula completa) conjugado con peroxidasa

de rabano picante tipo VI (Santa Cruz Biotechnology, INC).

El protocolo de Western-Blott utilizado es el siguiente:

Preparacion de las muestras

Descongelamos las muestras. Conocida la concentracién de proteinas
totales preparamos una dilucion con tampén de muestra (SAMPLE BUFFER)
para obtener una concentracion de proteinas de 1 mg/mL en todas las

muestras a procesar. Los calculos se realizan mediante la siguiente formula:

Volumen inicial x Concentracion inicial = Volumen final x Concentracién final
(uL) (mg/mL) (500 pL) (1 mg/mL)

La variable volumen inicial nos indica la cantidad de muestra del sujeto
que debemos emplear para alcanzar la concentracién deseada de 1 mg/mL. De
la diferencia entre el volumen inicial (muestra de suero del paciente) y 500 yL
de volumen total final deducimos la cantidad de SAMPLE BUFFER que
debemos adicionar para alcanzar la dilucién deseada. La muestra asi obtenida

la sometemos a una electroforesis SDS-PAGE.

Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis de proteinas en geles con una matriz de poliacrilamida,
comunmente denominada electroforesis en  poliacrilamida (PAGE,

‘polyacrilamide gel electrophoresis’) es sin duda alguna una de las técnicas
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mas ampliamente usada para caracterizar mezclas complejas de proteinas. La
electroforesis en poliacrilamida es un método conveniente, rapido y econdémico
a nivel de muestra pues se requieren soélo cantidades del orden de

microgramos de proteina.

Las proteinas presentan una carga eléctrica neta si se encuentran en un
medio que tenga un pH diferente al de su punto isoeléctrico y por eso tienen la
propiedad de desplazarse cuando se someten a un campo eléctrico. La
velocidad de migracién es proporcional a la relacién entre las cargas de la
proteina y su masa. Cuanto mayor carga por unidad de masa mas rapida sera
la migracion. Una ventaja importante de los geles de poliacrilamida es que son
quimicamente inertes, transparentes y estables en un amplio rango de pHs,

temperatura y fuerza iénica.

‘ N Algunas caracteristicas destacables de la
x-m:\\ _ electroforesis en geles de poliacrilamida son:
\r!x :\\ | * Los geles de poliacrilamida se forman por la
p r’ihh S polimerizacion de la acrilamida por accién
= — | de un agente entrecruzador (‘cross-
’ 163 o linking’), la bis-acrilamida en presencia de

un iniciador y un catalizador. Como

iniciador se suele utilizar TEMED (N,N,N,N’-tetrametilnediamina) y como

iniciador el i6n persulfato (8208_) que se anade en forma de persulfato

amonico.

* La velocidad de polimerizacién viene determinada por la concentracion de

persulfato (catalizador) y TEMED (iniciador).

* La porosidad del gel la determina las proporciones relativas de
poliacrilamida y bis-acrilamida, siendo menor el poro cuanta mas

bisacrilamida vs. acrilamida se use.
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* El porcentaje total de acrilamida/bisacrilamida determina el rango de
separacion del  gel. Habitualmente los geles se denominan en funcion
del tanto por ciento (%) de acrilamida/bisacrilamida que contienen. Asi,
la mayoria de las proteinas se separan bien en el rango 5 a 10%. Un
menor porcentaje (mayor tamano de poro) es mejor para separar

proteinas de gran tamafo.

En funcion del estado de las proteinas (nativo o desnaturalizado) a lo
largo del proceso electroforético éstas se clasifican en electroforesis nativas o

desnaturalizantes.

» Una electroforesis desnaturalizante, la mas comun, es la que somete a las
proteinas a migracion asegurando la completa desnaturalizacion
(pérdida de la estructura tridimensional). En esta situacion la migracion
es proporcional a la carga y al tamafno de la molécula pero no a su
forma. ElI agente desnaturalizante mas empleado es el

sodiododecilsulfato o SDS, un detergente.

La electroforesis en geles de acrilamida se puede realizar empleando
sistemas de uno o mas tampones, en estos casos se habla de sistemas
tampon continuos o discontinuos. En los sistemas discontinuos el primer
tampdn asegura la migracion de todas las proteinas en el frente de migracion,
provocandose la acumulacion de todas las que se han cargado en el pocillo. La
separacion realmente comienza a partir del momento en el que el frente de
migracion alcanza la frontera del segundo tampon. El primer gel de apilamiento
(‘stacking’) es de mayor poro (menor porcentaje de acrilamida+bisacrilamida) y
tiene un pH mas acido que el segundo gel que es el que realmente separa las
proteinas. Este sistema es especialmente adecuado para analizar muestras

diluidas sin perder resolucion.

SDS-PAGE es la electroforesis de proteinas mas ampliamente usada.

Su nombre significa la electroforesis en geles de poliacrilamida que se realiza
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en presencia de SDS (‘SDS-polyacrilamide gel electrophoresis’). Fue descrito
por Laemmli (Lammeli (1970), Nature, 277, p. 680). Se trata de un tipo de
electroforesis desnaturalizante en la que las muestras se desnaturalizan por
calor en presencia de agentes desnaturalizantes (beta-mercaptoetanol, que
destruye los puentes disulfuro y SDS que desnaturaliza y recubre a la

proteina), y se separan como cadenas polipeptidicas aisladas.

En general, se emplean sistemas de dos tampones (discontinuos). Este
sistema permite la separacién de volumenes relativamente grandes de muestra
sin pérdida de resolucién. La concentracion se produce por isotacoforesis de la
muestra en el primer gel (‘stacking’). El efecto de estrechamiento de las bandas
se basa en el hecho de que los iones dglicinato, relativamente cargados
negativamente (en el depdsito de tampdn superior) tienen una movilidad
electroforética inferior que los complejos de proteinas-SDS, que a su vez tienen
menor movilidad que los iones CI- de los tampones de carga en el gel de
apilamiento (‘stacking’). Cuando se conecta la diferencia de potencial todas las
especies han de migrar a la misma velocidad para mantener el circuito
eléctrico. Los iones glicinato sélo se pueden desplazar a la misma velocidad
que los iones CI- si hay una region de ‘field strenght’. ‘Field strenght’ es
inversamente proporcional a la conductividad que es a su vez proporcional a la

concentracion.

El resultado es que las tres especies de interés ajustan sus
concentraciones de forma que [Cl-] > [proteina-SDS] > [glicinato]. Como soélo
hay una pequefia concentracion de proteina-SDS las tres se concentran en una
banda muy delgada entre las fronteras de migracion del Cl- y del glicinato.
Cuando el glicinato alcanza el borde del gel de separaciéon adquiere una mayor
carga en el nuevo medio, con un pH superior, e incrementa su movilidad. A
partir de ese momento la interfase entre el glicinato y el Cl- deja atras a los
complejos de proteina-SDS que se desplazaran a su propia velocidad. SDS es
un detergente de accidon desnaturalizante que se une a las cadenas
polipeptidicas desnaturalizadas con una relacion de 1.4 g de SDS por g de

proteina, uniéndose aproximadamente una molécula de SDS por cada dos
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aminoacidos de la cadena. Esta unién masiva de moléculas de SDS bloquea la
carga propia de la molécula de proteina y le confiere al complejo una carga
neta negativa proporcional a su masa, haciendo que todas las proteinas
acomplejadas con SDS viajen hacia el anodo. La separacion de los complejos
SDS-proteina es proporcional sélo a la masa de la proteina pues todas tienen
la misma carga por unidad de masa. Se puede entonces determinar el peso
molecular aparente de cualquier proteina por comparacion con un patron de
proteinas de pesos moleculares conocidos. Las movilidades de las proteinas
en los geles de SDS-PAGE son funciones lineales del logaritmo de su peso

molecular.

Procedimiento

Se monta la camara de electroforesis (Mini Protean Il, Bio-Rad) se
afiade el gel inferior preparado segun protocolo y se utiliza alcohol isopropilico
para evitar las burbujas y nivelar el gel. Cuando el gel inferior ha gelificado se
retira el alcohol isopropilico con papel de filtro. Posteriormente se afade el gel
superior (stacking) e inmediatamente después se situan los peines con cuidado

para evitar la formacion de burbujas.

Una vez que el gel superior ha gelificado se situa la camara en la cubeta
de electroforesis. En esta cubeta se afiade tampdn de electroforesis, que
puede ser mantenido a 4°C durante varios dias. Este tampdn se anade en el
centro de la camara y se deja que rebose, llegando a alcanzar una altura por la
parte externa de alrededor de 4 cm. En cada pocillo la carga de muestra es de
15 pl y se realiza con una jeringa Hamilton. Se conecta la electroforesis
manteniendo constante la intensidad de la corriente en 40 mA (20 mA por cada
gel) durante 45 minutos. Hacia la mitad de la misma la tensién es de unos 200
voltios. Pasado este tiempo la linea de frente esta aproximadamente a 1 cm del

borde de la camara.
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Transferencia

La transferencia de proteinas o ‘blotting’ supone la inmovilizacién de las
proteinas sobre membranas sintéticas, seguido de la deteccion empleando
sistemas especialmente disefiados para la tincidn de ‘blots’. EI método mas
potente es el denominado ‘Western blot’ en el que las proteinas son separadas
en primer lugar mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y
posteriormente se transfieren mediante la aplicacion de un campo eléctrico
perpendicular al gel a una membrana. El procedimiento es analogo al
desarrollado por el Prof. E. Southern (‘Southern blotting’) y por ello se le
denomino ‘Western’. Hay sin embargo otros métodos de transferir o aplicar
proteinas sobre una membrana. El mas sencillo es aplicarlas directamente en
forma de una pequena gota de una soluciéon concentrada sobre la membrana.
La absorcion de la gota provoca la adhesién de la proteina a la membrana,
quedando en forma de una mancha o ‘dot’ (es el caso del ‘dot blot’. Existen
dispositivos que facilitan la aplicacion de las proteinas directamente a la
membrana, aplicando una succion que facilita la penetraciéon de la solucién, y
reciben los nombres de ‘dot blot’ o ‘slot blot' en funcién de que la proteina
quede aplicada en forma de una gota circular o de una linea. Trabajar con las
proteinas fijadas sobre una membrana tiene ventajas sobre el emplearlas
dentro del propio gel. Son mas rapidas de tefiir y destefir, se detectan
cantidades menores de proteinas pues se concentran en la superficie y no se
diluyen en todo el espesor del gel y las membranas son mucho mas faciles de
manipular que el propio gel. Todo procedimiento de ‘blotting’ consta de 5

etapas:

1. Inmovilizacibn de proteinas sobre la membrana ya sea mediante
transferencia (electroforética, aspiracion, presion,...) o mediante aplicacion

directa.
2. Saturacién de todos los lugares de unidon de proteinas de la membrana no

ocupados para evitar la unidbn no especifica de anticuerpos, que son

proteinas.
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3. Incubacién del ‘blot’ con anticuerpo primarios contra la/s proteina/s de

interés.

4. Incubacion del ‘blot’ con anticuerpos secundarios, o reactivos que actuan de

ligando del anticuerpo primario unidos a enzimas u otros marcadores.

5. Las bandas de proteinas marcadas con enzimas se hacen visibles por
incubacién con los sustratos apropiados para formar productos coloreados

insolubles en el lugar donde se encuentran las bandas de proteina.

En el caso de los geles de poliacrilamida el método de eleccion es la
transferencia electroforética. La transferencia es mucho mas efectiva si se

realiza aplicando una diferencia de potencial entre el gel y la membrana.

En este método, descrito por Towbin, las proteinas son transferidas
desde el gel a la membrana electroforéticamente. La ventaja de este proceso
es su corta duracién (de 30 min a pocas horas), lo que reduce notablemente el
efecto de difusion de las bandas. El procedimiento se inicia apilando
sucesivamente sobre una esponja plana papel de filtro empapado en tampdn
de transferencia, el gel, la membrana en contacto directo con el gel, mas papel
de filtro y finalmente una esponja plana. Este conjunto se recoge entre dos
capas de plastico perforado y se introduce en un tanque en el que se encuentra
una solucion salina (tampon de transferencia) y dos electrodos planos
(disefiados para conseguir un campo uniforme en toda la superficie del gel). Se
dispone de forma que el gel quede hacia el anodo (-) y la membrana hacia el
catodo (+). La carga neta de las proteinas en el caso de los geles de SDS-
PAGE es positiva debida a la carga del SDS

La electroforesis se realiza a 8-10 V/icm (de separacion entre
electrodos), que suele corresponder a 0.3 a 2. Amp de 1 a 4 h. La velocidad de

transferencia es inversamente proporcional al tamarfo de la proteina.

El proceso provoca un fuerte calentamiento de la solucion por lo que se

recomienda refrigerar el sistema y recircular el tampén. Una vez realizada la
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transferencia la membrana se puede analizar inmediatamente o bien

conservarla en frio (2 a 8°C) durante meses.

El grosor del gel es un factor que influye notablemente en la
transferencia, siendo muy ineficiente a partir de geles de 2 mm de espesor, y
tanto mas eficiente cuanto mas fino es el gel, con un limite debido a los

problemas de manipulacion en torno a los 0.4 mm.

La membrana que se emplea mas frecuentemente es la nitrocelulosa,
aunque cuando se requieren soportes mas robustos, por ejemplo cuando la
membrana ha de ser reutilizada diversas veces se recurre al Nylon. Sin
embargo las membranas de Nylon se bloquean con mas dificultad que las de
nitrocelulosa y suelen presentar mayor ‘background’. Las membranas de PVDF
tienen gran capacidad de union a proteinas y gran resistencia mecanica pero

se humedecen con mas dificultad.

Todas las membranas son hidrofébicas y requieren un tratamiento previo
con metanol antes de sumergirlas en soluciones acuosas. Existen algunas
variantes a la transferencia electroforética descrita previamente. El sistema
mas extendido es el ‘Semi-Dry blotting’ en el que los geles son sometidos a una
intensidad de corriente elevada entre dos electrodos planos entre los que se
coloca una pila formada por papel, el gel, la membrana y mas papel,
empapados en tampén de transferencia. El unico liquido que hay es el que
empapan los papeles. La ventaja de este sistema es su rapidez, consiguiendo
transferencias en pocos minutos. Nosotros nos hemos decidido por esta ultima

variante.

En una cubeta se dispone el tampdn de transferencia que debe ser

preparado en el mismo dia, (250 ml) y, por cada gel en forma de “sandwich” se

disponen:
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bia# ting paper

/_— — —/ Gel
w Membrana

biaffing paper

—

. 2 rectangulos de papel “Whatman” (70 x 90 mm)

2. 1 rectangulo de nitrocelulosa (60 x 80 ) (la cual ha estado previamente

en agua durante 10 minutos )

3. Gel de acrilamida. Al cual se le elimina la parte correspondiente al gel
superior y se marca con unos cortes en bisel (gel1) o en escuadra (gel2)
en el extremo inferior izquierdo sefalando la posicion del pocillo 1 para

su posterior reconocimiento.

4. 2 rectangulos de papel “Whatman” (70 x 90 mm). Todo el conjunto se

mantiene sumergido durante 20 minutos.

Posteriormente se situa el “sandwich” en el equipo de transferencia
(Trans-Blot SD, Bio-Rad). Las condiciones eléctricas son mantener constante la
intensidad en 60 mA durante 45 minutos. El voltaje asociado no supera los 5
voltios. Con cuidado de que la membrana de nitrocelulosa quede debajo del gel
y que éste no quede fuera del perimetro de la nitrocelulosa. Hay que evitar la
presencia de burbujas para lo cual puede rodarse un tubo de ensayo sobre el
“sandwich”. Tras la transferencia la nitrocelulosa se separa del gel y se le
hacen las mismas marcas o cortes que el gel sobre el cual se ha transferido.

Se mantiene durante 1 h en 20 ml de solucién de bloqueo a temperatura

ambiente, o 3 h si lo dejamos en el frigorifico (4°C).
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Incubacion

Anticuerpo Primario

Tras el bloqueo, la membrana de nitrocelulosa es incubada con el
anticuerpo primario, que es afiadido a 10 ml de solucién de bloqueo (1/1000, 10
mL de solucion de bloqueo y 20 uL de anticuerpo primario) y debe permanecer
en movimiento-agitacion durante 1 hora a temperatura ambiente, 0 24 h si lo

dejamos en el frigorifico (4°C).

Tras la incubacién se realizan 3 lavados de 5 minutos también en
movimiento para facilitar la retirada del anticuerpo primario con solucién de

lavado.

Anticuerpo Secundario

La membrana de nitrocelulosa es incubada ahora con el anticuerpo
secundario (1/800, 25 uL de anticuerpo que es afadido a 20 ml de solucion de
bloqueo) y debe permanecer en movimiento durante 1 hora. Tras este periodo
tiene lugar de nuevo los lavados. Se realizan 3 lavados de 5 minutos también

en movimiento para facilitar la retirada del anticuerpo secundario.

Deteccion

Una vez que tenemos la membrana lavada procedemos a la deteccion
de la proteina por quimioluminiscencia. En oscuridad se prepara 4 mL de
Supersignal (ECL, Plus, Amersham) mediante dilucién 1:1 de sus dos
componentes. Se agita suavemente durante 5 minutos para que la superficie
de la membrana entre en contacto con el reactivo quimioluminiscente. Una vez
pasado este tiempo se situa entre dos bandas de plastico en el interior del
hipercasete. En oscuridad se recorta la pelicula radiografica (AGFA, FILM

Amersham) y se situa sobre el plastico que envuelve la nitrocelulosa a la altura
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donde se empiecen a ver las bandas, con las mismas marcas o cortes que la
membrana de nitrocelulosa sobre la cual se situan. Se mantiene dentro del
hipercassette unos 10 segundos para que la pelicula se impresione.
Posteriormente se introduce la pelicula impresionada en una reveladora
automatica de radiografias (AGFA) donde tarda 90 segundos en realizarse el

proceso de revelado. Obteniéndose la pelicula con la imagen de la proteina.

Andlisis de Imagen

Se realiza analisis densitométrico mediante escaneado de las imagenes
obtenidas por radiografia a partir de las membranas. La resolucién de las
imagenes obtenidas es de 100 ppp (puntos por pulgada). Utilizando software
de tratamiento de imagen (Adobe Photoshop 5.0, Adobe Systems Inc.)
realizamos un tratamiento de las imagenes guardandolas toda en formato Tif
para posteriormente abrir dichas imagenes desde el software que nos permite
cuantificar las imagenes escaneadas. Este procedimiento se repitié para todas
y cada una de las muestras procesadas en este trabajo. Con este
procedimiento resultaban imagenes digitales formadas por 10 pocillos, de los
cuales uno de ellos en todas las imagenes pertenecia al control positivo (actina
pura) y otro al peso molecular (Prestained SDS-PAGE Standard, Low Range,
Bio-Rad) quedandonos asi 8 pocillos para las muestras de los sujetos
analizados. Mediante el software Quantity One 1-D Analysis Software, de
analisis densitométrico de imagen (BIO-RAD). Se realizaba comparacion entre
los distintos pocillos referidos al control positivo al cual le damos un valor
absoluto determinado y calculado. Asi se determinaron los valores absolutos de

la alfa actina en todas las muestras procesadas.

Cuantificacion de Actina a nivel absoluto

Para obtener una curva estandar (para cuantificar en ng/mL) se realizo
un inmunobloting con cantidad de proteinas conocidas (a-actina pura, sigma) y

las bandas obtenidas fueron también cuantificadas densitométricamente.
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Para obtener la curva estandar cargamos actina pura en diferentes
proporciones junto con el peso molecular para comprobar que la banda de la
actina coincide con su peso molecular. Partimos de una proporcién inicial de 99
Ml de S.B (solucidn que se afiade a la muestra) y 1 ul de actina pura, siendo

este el 100 % de la carga que vemos reflejado en la imagen de abajo.

% PROTEINA PURA
100 % 0,16 pg/ul
75 % 0,12 ug/ul
50 % 0,08 pg/pl
25 % 0,04 pg/ul
10 % 0,016 pg/ul

TABLA 11. DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ACTINA.

Una vez realizada la recta de concentracion de actina ya podemos
conocer la cantidad absoluta de actina que contiene cada sujeto. Para ello en
cada gel ponemos un control positivo (0,16 ug/u de actina pura) con una
cantidad conocida de actina y en funcién a esa banda cuantificamos las demas,

obteniendo asi valores absolutos (Figuras 25 y 26).

43 kDa
o-Actin

FIGURA 25. CONCENTRACION DE ACTINA EN DIFERENTES CONCENTRACIONES
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RECTA DE CONCENTRACION DE ACTINA pg/pl

0,18
0,16 * 016
0,14 _—
0,12 .,0{
0.1 /

0,08 ML@
0,06 _—
0,04 %ﬁ
0,02 + 0,016

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

FIGURA 26.RECTA DE CONCENTRACION DE ACTINA CON LAS DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE ACTINA.

4. TEST DE ESFUERZO.

La base del test de esfuerzo que se realizara a los sujetos sera el
generar una determinada actividad muscular, llevando la prueba hasta el
agotamiento fisico o hasta alcanzar criterios de maximalidad, ya que se tratara
de una prueba maxima, con el objetivo de producir desgaste muscular y como

consecuencia de este desgaste posible daino muscular.

En los tests que realizamos resulta fundamental controlar los criterios de
standarizacidén en los protocolos, condiciones metabdlicas que debe reunir el
sujeto, criterios de maximalidad del test, indicaciones y contraindicaciones,
instrucciones y preparacion del sujeto, criterios de actuacion ante emergencias,
criterios de valoracion y criterios de calidad. Los protocolos seran los valores
que cuantifiquen la intensidad y la duracion del esfuerzo al que se someta el
sujeto. Existen distintos protocolos para la realizacion de dicho test de
esfuerzo, nosotros utilizamos un protocolo adaptado a segun los objetivos
planteados para el test, el tipo y estado de fisico de los deportistas analizados y

los parametros que se quieren medir.
En la realizacion del test de esfuerzo se establecera un limite de

seguridad que correspondera al 85% de la frecuencia cardiaca maxima teorica,

calculada en base a la férmula:
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Fc max tedrica = 210 - [0.65 . edad (afos) ]

El test de esfuerzo se detiene por tanto cuando: (1) se alcanza este limite
de seguridad; (2) aparece alguna circunstancia anémala no controlable; 6 (3),
el sujeto no es capaz de soportar por mas tiempo el esfuerzo fisico requerido.
Esta ultima sera la causa mas frecuente de la detencion del test de esfuerzo en

los deportistas analizados ("symptom-limited exercise").

Las Variables a monitorizar durante el test de esfuerzo fueron: (1)
las destinadas a cuantificar el valor de VO, que el deportista es capaz de
generar durante el esfuerzo (VOz,max); (2) la frecuencia cardiaca que lleva el
deportista durante la practica del test de esfuerzo; y (3) la percepcion subjetiva

que tiene el deportista durante la practica de dicho test.

La determinacion del VOo,max. Se llevd a cabo a través del analisis del

gas espirado:

Andlisis del gas espirado. Si se conoce la ventilacion minuto (Vg) y la
concentracion de O ; inspirado (F4,02) y espirado (Fg O2) puede calcularse la
cantidad de O, consumido (VO3) en base al principio de equilibrio de masas.
Pare ello disponemos de un sistema medidor de O , (analizador paramagnético
0 espectrometro de mesas) y de un meétodo capaz de cuantificar la (V)
(recogida en bolsas de Douglas con medicién posterior en espirbmetro o

integracion de la sefal del flujo espirado que recoge un neumotacografo).

Protocolo utilizado en el test de esfuerzo maximo: Wo 25 W con

incrementos de 25 Wx min hasta agotamiento

Durante este estudio, con la finalidad de conocer en qué medida se ve
afectado el comportamiento ergoespirométrico, metabdlico y de desgaste
muscular de los sujetos, ha sido empleado un protocolo incremental maximo, el
de McLellan (1985). En este protocolo se parti6 de una carga inicial de 25
vatios, que se incrementaba en otros 25 vatios cada minuto hasta llegar al

agotamiento.
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5. ANALISIS ESTADISTICO

A continuacion presentaremos el analisis estadistico realizado en los
diferentes estudios que hemos realizado dentro de la elaboraciéon de este
trabajo. Estando formado por cuatro estudios diferentes que pasaremos a

desarrollar a continuacion.

Los datos obtenidos fueron tratados con el programa informatico SPSS
(version 12.0.1 para Windows, SPSS Inc. 2003). Se consideré valor

significativo para p<0,001.

5.1. ESTUDIO 1.

Disefiamos el estudio 1 para comparar los niveles de los marcadores
analizados entre los distintos grupos de sujetos. La investigacion realizada,
para dicho estudio, es cuasi-experimental ya que la variable independiente es

seleccionada no manipulada.

Dado el conjunto de variables dependientes cuantitativas (6 Variables
dependientes) y una variable independiente con cuatro niveles (1 Variable
independiente, entregrupos (EG) 4 niveles), podemos decir que se trata de un
estudio multivariable (6 VDs) unifactorial (1 VI EG con 4 niveles). Y en
consecuencia tenemos que utilizar para el analisis estadistico un analisis
multivariante de la varianza (MANOVA) o Kuskall-Wallis (test no paramétrico).

Los tamanos de los grupos son los siguientes (N1: 33; N2: 33; N3: 48; N4: 20).

Variables dependientes:
e VDq: Troponina | (Tnl)
¢ VD,: Mioglobina (MIO)
e VD3: Troponina T (TnT)
e VDy4: Actina (ACT)
e VDs: CreatinKinasa (CK)
e VDeg: Lactato dexihidrogenasa (LDH)
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Variable Independiente:

e Grupo (Entregrupos, 4 niveles)
Grupo 1: Accidentados
Grupo 2: Control, sujetos sanos.

Grupo 3: Deportistas Elite sanos

O O O O

Grupo 4: Deportistas Lesionados

El analisis multivariante de la varianza (MANOVA) consiste en analizar el
comportamiento de las p variables dependientes en las K subpoblaciones o
grupos establecidos por las combinaciones de los valores de las
independientes (Ferran Aranaz 1996). En nuestro caso K=4 y p=6. El MANOVA
se emplea para contrarrestar la significacion estadistica de las diferencias entre

los grupos.

Esta indicado el MANOVA por contraste de Bartlett de esfericidad [ x%20
aprox.= 6315,256; p= 0.0001]. Observandose la relacién lineal entre las

variables dependientes (VDs) por lo que esta indicado el multivariable.

Al comprobar los supuestos del MANOVA se detecto incumplimientos
importantes. Asi, el contraste de Box, que estudia el supuesto de
multicolinealidad, se incumple [M de Box = 1609,556; Fs), 20938.26= 23,149; p=
=.0001]. Ademas a través de la realizacién del contraste de Levene, que nos da
significativo para todas la variables (mayor de 0,00001), observamos que
también incumple los supuestos de normalidad y de homocedasticidad (Tabla 3

Apéndice).

Por lo tanto, en este primer estudio y debido al incumplimiento de los
supuestos del MANOVA se opta por un analisis estadistico no paramétrico, ya
que este es valido cuando las distribuciones poblacionales no verifican las
condiciones exigidas por otras técnicas estadisticas, ni sean iguales las K
varianzas, es decir, cuando no sea aplicable al andlisis de varianza (un solo

factor).
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Analizamos para cada variable dependiente (VD) el efecto de la variable
independiente (VI grupo) mediante la prueba de Kruskall-Wallis. Tras la
realizacion de esta prueba de estadistico de contraste observamos que todas
las variables dependientes son significativas (Tabla 24), por lo tanto analizamos
los pares de grupos dos a dos mediante la prueba no paramétrica U-Mann-
Whitney (Tablas 25-30).

5.2. ESTUDIO 2.

El segundo estudio se disefidé para comparar las modificaciones de los
diferentes marcadores en las distintas disciplinas deportivas estudiadas
(subgrupos del grupo C de deportistas de élite). La investigacidon realizada,
para dicho estudio, es cuasi-experimental ya que la variable independiente es

seleccionada no manipulada.

Dado el conjunto de variables dependientes cuantitativas (6 Variables
dependientes) y una variable independiente con cuatro niveles (1 Variable
independiente, entregrupos (EG) 3 niveles), podemos decir que se trata de un
estudio multivariable (6 VDs) unifactorial (1 VI EG con 3 niveles). Y en
consecuencia tenemos que utilizar para el analisis estadistico MANOVA
unifactorial. Los tamafos de los grupos son los siguientes (N1: 16; N2: 10; N3:
17).

Variables dependientes:
e VDy: Troponina | (Tnl)
¢ VD,: Mioglobina (MIO)
e VD3: Troponina T (TnT)
e VD4 Actina (ACT)
e VDs: CreatinKinasa (CK)
e VDeg: Lactato dexihidrogenasa (LDH)

Variable Independiente:
e Grupo (Entregrupos, 3 niveles)

0 Grupo 1: Balonmano (16)
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0 Grupo 2: Rugby (10)
0 Grupo 3: Individual (17)

El aspecto propio del MANOVA unifactorial es que el valor tedrico
combina optimamente las medidas dependientes multiples dentro de un valor
unico que maximiza las diferencias entre los grupos. En nuestro caso K=3 y
p=6. EI MANOVA se emplea para contrarrestar la significacion estadistica de

las diferencias entre los grupos.

Esta indicado el MANOVA por contraste de Bartlett de esfericidad [ X%2o
aprox.= 1526,724; p= 0.0001]. Observandose la relacion lineal entre las
variables dependientes (VDs) por lo que esta indicado el multivariable.

Cumpliéndose asi el supuesto de linealidad entre variables dependientes.

Al comprobar los supuestos del MANOVA se detecto el cumplimiento de
todos los supuestos del analisis. Asi, el contraste de Box, que estudia el
supuesto de multicolinealidad, se cumple [M de Box = 115,301; F42, 2957.258=
2,080; p= =.0001]. Ademas a través de la realizacion del contraste de Levene
sobre la igualdad de las varianzas, observamos que tan sélo nos da
significativo en dos variables dependientes (mayor de 0,00001), cumpliéndose
asi este supuesto de MANOVA (Tabla 6 Apéndice). También podemos ver
como a través de la realizacién de la Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una
muestra, se cumple el supuesto de normalidad en todas las variables

dependientes (Tabla 5 Apéndice).

Por lo tanto, en este segundo estudio y debido a que se cumplen todos
los supuestos del MANOVA se opta por un analisis estadistico MANOVA
unifactorial, ya que este es valido para analizar el comportamiento de las p
variables dependientes en las K subpoblaciones, o grupos establecidos por las

combinaciones de los valores de las independientes.

En dicho estudio primero analizamos MANOVA con todos los datos,
siendo el analisis significativo para el vector de medias de Vds (Tabla 37). Los

grupos han provocado diferencias significativas en el vector de medias de las
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VDs (Tabla 37). Siendo la Traza de Pillai=0,928; F12, 72= 7,528; p= =.0001;
Eta2 parcial= 0,556]. A continuacion se realiz6 un estudio Post-Hoc de las
variables dependientes que nos habian dado significatividad en el anterior
analisis, realizandose el estudio Post-Hoc de todas las VDs, excepto de la V
Tnl y la V Mioglobina, que no fueron estadisticamente significativas (p<0.001)
en este estudio (Tablas 38-41).

En este estudio para realizar comparaciones por pares, también
utilizamos el analisis no paramétrico. Por lo tanto, para cada variable
dependiente (VD) el efecto de la variable independiente (VI grupo) mediante la
prueba de Kruskall-Wallis (Tabla 38). Tras la realizacion de esta prueba de
estadistico de contraste, observamos que sucedia igual que en andlisis de
MANOVA, que todas las variables dependientes son significativas excepto la
mioglobina y la Tnl, por lo tanto analizamos los pares de grupos dos a dos
mediante la prueba no paramétrica U-Mann-Whitney (Tablas 7, 8 y 9
Apéndice). .

5.3. ESTUDIO 3.

Con este estudio pretendimos analizar como varian los marcadores en
un partido de alta competicion entre los subgrupos de deportistas de
balonmano y rugby (subgrupo 1 y 2 del grupo C). La investigacién realizada,
para dicho estudio, es cuasi-experimental ya que la variable independiente es

seleccionada no manipulada.

Dado el conjunto de variables dependientes cuantitativas (6 Variables
dependientes) y dos variables independientes con dos niveles (1 Variable
independiente entregrupos (EG) con 2 niveles y otra intra sujeto (IS) Pre-Post
con 2 niveles), podemos decir que se trata de un estudio multivariable (6 VDs)
bifactorial (1 VI EG con 2 niveles). En consecuencia, tenemos que utilizar un
analisis estadistico MANOVA bifactorial mixto para cada VD. Los tamafos de

los grupos son los siguientes (N1: 13; N2: 10).
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Variables dependientes:
e VDq: Troponina | (Tnl)
e VD,: Mioglobina (MIO)
e VDs: Troponina T (TnT)
e VDg4: Actina (ACT)
¢ VDs: CreatinKinasa (CK)
e VDg: Lactato dexihidrogenasa (LDH)

Variable Independiente:
e VI4:Grupo (Entregrupos, 2 niveles)
o Grupo 1: Balonmano
o0 Grupo 2: Rugby
¢ VI;:Momento (Intrasujeto o Medidas Repetidas, 2 niveles)
o0 Momento 1, PRE: Antes del partido
0 Momento 2, POST: Después del partido

Para poder realizar el analisis multivariable multifactorial tiene que
cumplirse los siguientes supuestos de analisis. Partimos de que hay un tamaro
muestral global pequefio (13 y 10, respectivamente para el subgrupo 1y 2),
aunque ambos grupos estan equilibrados. Esta indicado el MANOVA por
contraste de Bartlett de esfericidad, observandose la relacién lineal entre las
variables dependientes (VDs), por lo que esta indicado el multivariable. Se

cumple asi, el supuesto de linealidad entre variables dependientes.

A continuacion observamos que también se cumple el supuesto de
independencia de las observaciones. No se ha realizado la prueba de igualdad
de las matrices de covarianza de Box porque hay menos de dos matrices de
covarianza de casillas no singulares. Este supuesto no deberia tener mayor
importancia porque los grupos estan equilibrados; aun asi veremos los

supuestos de normalidad y homocedasticidad.

También podemos ver (Tablas 12 y 13 Apéndice) como a través de la
realizacion de la prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra, se cumple

el supuesto de normalidad en todas las variables dependientes. Ademas, a
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través de la realizacion del contraste de Levene sobre la igualdad de las
varianzas, observamos que tan solo nos da significativo en dos variables
dependientes (mayor de 0,00001), cumpliéndose asi este supuesto (Tabla 14
Apéndice). Dado que se cumplen los supuestos de analisis, pasamos al estudio

multivariante.

En dicho estudio multivariante analizamos el efecto de cada VI por
separado (mom y grupo) y su interaccion (mom * grupo) sobre los vectores de
VD (todas las VD consideradas globalmente), observando todo significativo.
Elegiriamos la Traza de Pillai por hacer el estadistico mas estricto, ya que

alguna variable incumple algun supuesto (Tabla 50).

A continuacién, vemos el efecto de cada VI y de la interaccion por
separado para cada VD. Observamos que la VI momento o prepost, es
significativa en todas las VDs excepto en Tnl. La interaccion mom*grupo, con
diferencias al aplicar conjuntamente ambas variables, es significativa en las
VDs: mio, tnt y Idh (en las graficas se ve en que las lineas no son paralelas)
(Tabla 15 Apéndice).

Finalmente realizamos una prueba para ver los efectos inter-sujetos de
las variables dependientes, observando que soélo tienen efecto el factor o VI
grupo sobre las VDs: MIO, TNT, ACT, y LDH (Tabla 51).

5.4. ESTUDIO 4.

Realizamos un ultimo estudio para comparar las modificaciones a lo
largo del tiempo de los diferentes marcadores en los deportistas de balonmano
(subgrupo 1 del grupo C) tras la realizacion de un test de esfuerzo. La
investigacion realizada, para dicho estudio, es experimental ya que la variable

independiente esta manipulada por el investigador.
Dado el conjunto de variables dependientes cuantitativas (6 Variables

dependientes) y una variable independientes con cuatro momentos de medida

[una VI intrasujeto o medidas repetidas (IS) con 4 niveles o0 momentos de
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medida], podemos decir que se trata de un estudio multivariable (6 VDs),
univariable de medidas repetidas (1 VI IS con 4 niveles). En consecuencia
tenemos que utilizar para el analisis estadistico MANOVA univariable de

medidas repetidas. El tamafo del grupo es el siguiente (N1: 9).

Variables dependientes:
e VDq: Troponina | (Tnl)
e VD;: Mioglobina (MIO)
e VDs: Troponina T (TnT)
e VDy4: Actina (ACT)
e VDs: CreatinKinasa (CK)
e VDg: Lactato dexihidrogenasa (LDH)

Variable Independiente:
¢ VIi: Momento (Intrasujeto o Medidas Repetidas, 4 niveles)
Momento 1, PRE: Antes de Tapiz
Momento 2, POST: Después Tapiz
Momento 3, POST: Después Tapiz 1 hora

O O O O

Momento 4, POST: Después Tapiz 24 horas

Para poder realizar el analisis MANOVA multivariable tiene que
cumplirse los siguientes supuestos de analisis. Partimos de que hay un tamafio
muestral global pequefio (9 sujetos), aunque el grupo esta equilibrado. Esta
indicado el MANOVA por contraste de Bartlett de esfericidad, observandose la
relacion lineal entre las variables dependientes (VDs), por lo que esta indicado
el multivariable. Se cumple asi el supuesto de linealidad entre variables

dependientes (Tabla 16 Apéndice).

A continuacion observamos que también se cumple casi en la totalidad
de las variables dependientes el supuesto de esfericidad de Mauchly, que lo
usamos para corregir los grados de libertad en las pruebas de significacion

promediadas (Tabla17 Apéndice).
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En este estudio multivariante analizamos el efecto intrasujeto y su
interaccion con el momento (mom *) sobre los vectores de VD (todas las VD
consideradas globalmente) (Tabla 58), observando todo significativo.
Elegiriamos la Lambda de Wilks por hacer el estadistico mas estricto, ya que

alguna variable incumple algun supuesto.

A continuacion vemos el efecto de las VDs con el momento, observando
significatividad de 4 VDs (mio, tnt, act y Ck) (Tabla 59). Por lo tanto, habria que
estudiar las diferencias entre esas cuatro medias (una para cada momento) y

ver entre cuales hay diferencias.
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1. ESTUDIO 1. ANALISIS ESTADISTICO DE LAS DIFERENTES
VARIABLES EN LOS CUATRO GRUPOS DE ESTUDIO.

Los resultados reflejados a continuacion representan los valores de los
diferentes marcadores en condiciones basales, esto es, la determinacion en

suero de las variables con los sujetos de los distintos grupos en reposo.

1.1. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE LA MIOGLOBINA

La figura 27 muestra las variaciones en la concentracion de mioglobina
en suero de los distintos grupos de sujetos. Como se puede observar los
sujetos del grupo A presentaron unos niveles de mioglobina mucho mas

abundantes que los del resto de los grupos.

MIOGLOBINA
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33
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FIGURA 27. DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MIOGLOBINA EN LOS DIFERENTES GRUPOS.
REPRESENTANDOSE LAS MEDIANAS DE CADA GRUPO.

En la tabla 12 se observa los valores de mioglobina detectados en suero

de los diferentes grupos de estudio. En el grupo A, formado por 33 individuos,
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los niveles de mioglobina variaron entre 58,6 y 3633 ng/mL, con un valor medio
de 891,81 ng/mL y una desviacion tipica de 887,44. En el grupo B, formado por

33 individuos, los niveles de mioglobina en suero variaron entre 5,7 y 79,8

ng/mL, con un valor medio de 28,8 ng/mL y una desviacion tipica de 18,9.

DIAGNOSTICO MIOGLOBINA (ng/mL)
GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPOD
Numero de sujetos 33 33 48 20
Media 891,815 28,86 41,24 50,23
Error tipico de la media 154,48 3,2911 2,16 6,75
Desv. Tip. 887,44 18,90 14,98 30,19
Varianza 787565,73 357,44 224,54 911,98

TABLA 12. CUADRO RESUMEN DE LOS NIVELES DE MIOGLOBINA EN LOS DIFERENTES
GRUPOS.

En el grupo C, formado por 48 sujetos, los niveles de mioglobina
variaban entre 16,9 y 81,2 ng/mL, con un valor medio de 41,2 ng/mL y una
desviacién tipica de 14,9. Y en el grupo D, formado por 20 individuos, los
niveles de mioglobina variaban entre 16,9y 101,3 ng/mL, con un valor medio de

52,2 ng/mL y una desviacion tipica de 30,1 ng/mL (Tabla 12).
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FIGURA 28. DIAGRAMA DE BARRAS DE ERROR COMPARANDO LA MIOGLOBINA ENTRE LOS
DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.
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La Fig. 28 muestra que todos los valores de mioglobina en el grupo A
son superiores a los que presentan los grupos B, C y D. Encontramos también

niveles mas altos en el grupo D que en los grupos By C.
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FIGURA 29. DIAGRAMA DE BARRAS DONDE SE REPRESENTAN LOS VALORES MEDIOS DE
MIOGLOBINA EN LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.

En la figura 29 se observan los niveles medios de mioglobina en suero
de los sujetos de los diferentes grupos de estudio. Como se puede deducir, el
grupo A de pacientes con dafio muscular presentan unos niveles medios muy
elevados en comparacion con el resto de los grupos, donde estos valores

medios son muy similares entre ellos

1.2. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION CREATINA
FOSFOQUINASA

En la figura 30 se observa como la actividad de CPK en suero del grupo
A es mucho mas abundante que la del resto de los grupos. Como se puede
observar los sujetos del grupo A presentaron unos niveles de CPK mucho mas
abundantes que los del resto de los grupos. Aunque podemos ver reflejado en
la siguiente tabla que las diferencias entre los grupos no son tan amplias con

en la anterior variable.
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FIGURA 30. DIAGRAMA DE CAJAS DE LOS VALORES DE CPK EN LOS DIFERENTES

GRUPOS. REPRESENTANDOSE LAS MEDIANAS DE CADA GRUPO.

En la tabla 13 se observa los niveles de CPK detectados en suero de los

diferentes grupos de estudio. Del grupo A, formado por 33 individuos, la CPK
actividad varia entre 509 y 8943 UI/L, con un valor medio de 2041,9 UI/L y una
desviacion tipica de 2194,49 Ul/L. En el grupo B, formado por 33 individuos, la

actividad de CPK en suero variaba entre 15 y 545 UI/L, con un valor medio de
105,51 UI/L y una desviacion tipica de 103,9.

DIAGNOSTICO CPK ACTIVIDAD (UI/L)

GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPOD
Numero de sujetos 33 33 48 20
Media 2041,93 105,51 240,87 138,3
Error tipico de la media 382,01 18,08 17,88 12,68
Desv. Tip. 2194,49 103,90 123,92 56,70
Varianza 4815813,5 10796,38 15356,96 3215,69

TABLA 13. CUADRO RESUMEN DE LOS NIVELS DE CPK EN LOS DIFERENTES GRUPOS.

En el grupo C, formado por 48 sujetos, los niveles de CPK variaban

entre 46 y 568 UI/L, con un valor medio de 240,8 UI/L y una desviacion tipica

de 123,9. Y en el grupo D, formado por 20 individuos, la actividad de CK
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variaba entre 39 y 219 UL/I, con un valor medio de 138,3 UI/L y una desviacion
tipica de 56,7 UI/L (Tabla 13).
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FIGURA 31. DIAGRAMA DE BARRAS DE ERROR COMPARANDO LA ACTIVIDAD DE CPK
ENTRE LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.

La Fig. 31 muestra que todos los valores de CPK Actividad en el grupo A
son superiores a los que presentan los grupos B, C y D. L CPK aumenta

también mas en el grupo C que en los grupos By D.
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FIGURA 32. DIAGRAMA DE BARRAS DONDE SE REPRESENTAN LOS VALORES MEDIOS DE
CPK EN LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.
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En la figura 32 se observan los niveles medios de CPK en suero de los
sujetos de los diferentes grupos de estudio. Como se puede deducir, el grupo A
de pacientes con dafio muscular presentan unos niveles medios muy elevados
en comparacion con el resto de los grupos, donde estos valores medios son
muy similares entre ellos, siendo un poco mas elevados en el grupo C, grupo

de deportistas de élite.

1.3. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE LDH

En la figura 33 se observa como la actividad de LDH en suero del grupo
A es mas abundante que la del resto de los grupos. Aunque podemos ver
reflejado en la siguiente tabla que los grupos C y D tienen concentraciones mas

altas que los del B.
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FIGURA 33. DIAGRAMA DE CAJAS ACTIVIDAD DE LDH EN LOS DIFERENTES GRUPOS.

En la tabla 14 se observa los niveles de LDH detectados en suero de los
diferentes grupos de estudio. Del grupo A, formado por 33 individuos, la LDH
actividad varia entre 145 y 900 UI/L, con un valor medio de 542,21 UI/L y una
desviacion tipica de 203,2 UI/L. En el grupo B, formado por 33 individuos, la
actividad de LDH en suero variaba entre 12 y 128 UI/L, con un valor medio de
51,30 UI/L y una desviacién tipica de 27,08.
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DIAGNOSTICO LDH (UI/L)
GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPO D
NUmero de sujetos 33 33 48 20
Media 542,21 51,30 298,37 304,1
Error tipico de la media 35,3 4,71 11,04 11,82
Desv. Tip. 203,2 27,08 76,54 52,86
Varianza 41290,42 733,78 5859,09 279430

TABLA 14. CUADRO RESUMEN DE LOS NIVELES DE LDH EN LOS DIFERENTES GRUPOS.

En el grupo C, formado por 48 sujetos, los niveles de LDH variaban

entre 104 y 398 UI/L, con un valor medio de 298,3 UI/L y una desviacion tipica

de 76,5. Y en el grupo D, formado por 20 individuos, la actividad de LDH

variaba entre 219 y 396 UL/I, con un valor medio de 304,1 UI/L y una
desviacion tipica de 52,8 UI/L (Tabla 14).
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FIGURA 34. DIAGRAMA DE BARRAS DE ERROR COMPARANDO LA ACTIVIDAD DE LDH
ENTRE LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.

La Fig. 34 muestra que todos los valores de LDH actividad en el grupo A

son superiores a los que presentan los grupos B, C y D. La LDH aumenta

también mas los grupos C y D que en el grupo B.
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FIGURA 35. DIAGRAMA DE BARRAS DONDE SE REPRESENTAN LOS VALORES MEDIOS DE LDH
EN LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.

En la figura 35 se observan los niveles medios de LDH en suero de los
sujetos de los diferentes grupos de estudio. Como se puede deducir, el grupo A
de pacientes con dafio muscular presentan unos niveles medios muy elevados
en comparacion con el resto de los grupos, donde estos valores medios son
muy similares entre los grupos C y D. Encontrandose la mayor diferencia entre

los grupo Ay B.

1.4. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE Tnl.

En la figura 36 se observa como los niveles de Tnl en suero del grupo A
es un poco mas abundante que la del resto de los grupos, aunque en este
parametro las diferencias son apenas insignificantes entre los 4 grupos de
estudio. Sin embargo podemos ver reflejado en la siguiente tabla que los
valores de los grupos tienen concentraciones mas similares, aunque se sigue
viendo como en el grupo A de sujetos con dafio muscular las cantidades son

mas elevadas que la del resto de grupo.
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FIGURA 36. DIAGRAMA DE CAJAS DE LOS NIVELES DE Tnl EN LOS DIFERENTES GRUPOS.

En la tabla 15 se observa la liberacion de Tnl detectada en suero de los
diferentes grupos de estudio. En el grupo A, formado por 33 individuos, la
liberacion de Tnl varia entre 0,00 y 0,16 ng/mL, con un valor medio de 0,03
ng/mL y una desviacion tipica de 0,031 ng/mL. En el grupo B, formado por 33
individuos, la cantidad de Tnl detectada en suero variaba entre 0,001 y 0,08

ng/mL, con un valor medio de 0,021 ng/mL y una desviacion tipica de 0,01.

DIAGNOSTICO Tnl (ng/mL)
GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPO D
Numero de sujetos 33 33 48 20
Media 0,03 0,021 0,017 0,016
Error tipico de la media 0,005 0,003 0,001 0,001
Desv. Tip. 0,031 0,01 0,008 0,006
Varianza 0,0009 0,0003 0,000 0,000

TABLA 15. CUADRO RESUMEN DE LOS NIVELES DE Tnl EN LOS DIFERENTES GRUPOS.

En el grupo C, formado por 48 sujetos, los niveles de Tnl detectados en

suero de los deportistas variaba entre 0,01 y 0,04 ng/mL, con un valor medio de
0,017 ng/mL y una desviacion tipica de 0,008. Y en el grupo D, formado por 20
individuos, la cantidad de Tnl variaba entre 0,01y 0,03 ng/mL, con un valor

medio de 0,016 ng/mL y una desviacion tipica de 0,006 ng/mL (Tabla 15).
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FIGURA 37. DIAGRAMA DE BARRAS DE ERROR COMPARANDO LALIBERACION DE Tnl
ENTRE LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.

La Fig. 37 muestra que los valores de Tnl en el grupo A son superiores a
los que presentan los grupos B, C y D. La Tnl aumenta también en el grupo B
con respecto a los grupos C y D. Se puede observar que el aumento es muy

poco significativo.
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FIGURA 38. DIAGRAMA DE BARRAS DONDE SE REPRESENTAN LOS VALORES MEDIOS DE Tnl
EN LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.
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En la figura 38 se observan los niveles medios de Tnl en suero de los
sujetos de los diferentes grupos de estudio. Como se puede deducir, el grupo A
de pacientes con dafio muscular presentan unos niveles medios un poco mas
elevados en comparacién con el resto de los grupos, siendo estos valores

medios muy similares entre los grupos B, C y D.

1.5. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE TNT.

En la figura 39 se observa como los niveles de TnT en suero de los
grupos A y D son un poco mas abundantes que la de los grupos B y C. Aunque
podemos ver reflejado en la siguiente tabla que los valores de los grupos tienen
concentraciones mas similares, en cambio en esta variable vemos que las
distancias de todos los grupos con respecto al grupo A son mucho menores,
siendo mayor incluso la concentracion de TnT en el grupo D, deportistas

lesionados.
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FIGURA 39. DIAGRAMA DE CAJAS DE LOS NIVELES DE TnT EN LOS DIFERENTES GRUPOS.
En la tabla 16 se observa la liberacion de TnT detectada en suero de los

diferentes grupos de estudio. En el grupo A, formado por 33 individuos, la

liberacion de TnT varia entre 0,00 y 0,33 ng/mL, con un valor medio de 0,0474
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ng/mL y una desviacion tipica de 0,075 ng/mL. En el grupo B, formado por 33
individuos, la cantidad de TnT detectada en suero variaba entre 0,001 y 0,139

ng/mL, con un valor medio de 0,007 ng/mL y una desviacion tipica de 0,025.

DIAGNOSTICO TnT (ng/mL)
GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPO D
Numero de sujetos 33 33 48 20
Media 0,047424 0,00721 0,00731 0,0472
Error tipico de la media 0,013 0,004 0,001 0,017
Desv. Tip. 0,075 0,025 0,009 0,079
Varianza 0,005 0,0006 0,000 0,006

TABLA 16. CUADRO RESUMEN DE LOS NIVELES DE TnT EN LOS DIFERENTES GRUPOS.

En el grupo C, formado por 48 sujetos, los niveles de TnT detectados en
suero de los deportistas variaba entre 0,001 y 0,04 ng/mL, con un valor medio
de 0,007 ng/mL y una desviacion tipica de 0,009. Y en el grupo D, formado por
20 individuos, la cantidad de TnT variaba entre 0,00 y 0,334 ng/mL, con un
valor medio de 0,0472 ng/mL y una desviacion tipica de 0,079 ng/mL (Tabla

16).
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FIGURA 40. DIAGRAMA DE BARRAS DE ERROR COMPARANDO LALIBERACION DE TnT
ENTRE LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.

- 127 -



Antonio Martinez Amat Resultados

La Fig. 40 muestra que los valores de TnT en los grupo A y D son
superiores a los que presentan los grupos B y C, siendo sus medias muy
similares. La TnT aumenta también en el grupo B con respecto al grupo C. Se

puede observar que el aumento es muy poco significativo.
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FIGURA 41. DIAGRAMA DE BARRAS DONDE SE REPRESENTAN LOS VALORES MEDIOS DE TnT
EN LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.

En la figura 41 se observan los niveles medios de TnT en suero de los
sujetos de los diferentes grupos de estudio. Como se puede deducir, el grupo A
de pacientes con dafio muscular y el grupo D de sujetos deportistas lesionados
presentan unos niveles medios muy similares y mas elevados en comparacion
con el resto de los grupos. Siendo los valores medios de los grupos B y C muy

parecidos entre si.

1.6. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE ALFA-ACTINA.

En la figura 42 se observa como los niveles de a-actina en suero del
grupo A de sujetos no deportistas con dafo muscular esquelético son mas
abundantes que el del resto de los grupos. Aunque podemos ver reflejado en
la siguiente grafica como los valores de a-actina del grupo D de sujetos
deportistas con dafio muscular esquelético presentan también valores mas

amplios que los grupos By C.
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FIGURA 42. DIAGRAMA DE CAJAS DE LOS NIVELES DE a- ACTINA EN LOS DIFERENTES
GRUPOS.

En la tabla 17 se observa la liberacidon de a-actina detectada en suero de

los diferentes grupos de estudio. En el grupo A, formado por 33 individuos, la

liberacion de a-actina varia entre 20,9 y 46,75 pgr/ml, con un valor medio de

37,48 pugr/ml y una desviacion tipica de 7,67 ugr/ml. En el grupo B, formado por

33 individuos, la cantidad de a-actina detectada en suero variaba entre 0,01 y

0,92 ugr/ml, con un valor medio de 0,219 ugr/ml y una desviacion tipica de

0,041.
DIAGNOSTICO o-ACTINA (ngr/ml)
GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPO D

Numero de sujetos 33 33 48 20
Media 37,48 0,219 3,998 10,494
Error tipico de la media 1,33 0,035 0,708 1,801
Desv. Tip. 7,67 0,202 4,909 8,057
Varianza 58,87 0,041 24,105 64,930

TABLA 17. CUADRO RESUMEN DE LOS NIVELES DE a-ACTINA EN LOS DIFERENTES GRUPOS.
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En el grupo C, formado por 48 sujetos, los niveles de a-actina
detectados en suero de los deportistas variaba entre 0,06 y 19,6 pygr/ml, con un
valor medio de 3,998 ugr/ml y una desviacion tipica de 4,909. Y en el grupo D,
formado por 20 individuos, la cantidad de a-actina variaba entre 1,43 y 27,58
pgr/ml, con un valor medio de 10,494 ugr/ml y una desviacion tipica de 8,057
ng/mL (Tabla 17).
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FIGURA 43. DIAGRAMA DE BARRAS DE ERROR COMPARANDO LALIBERACION DE a-ACTINA
ENTRE LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.

La Fig. 43 muestra que los valores de a-actina en los grupo A y D son
superiores a los que presentan los grupos B y C, siendo los valores del grupo A
de sujetos con dafio muscular mas altos que los del grupo D. La a-actina

aumenta también en el grupo C con respecto al grupo B.
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FIGURA 44. DIAGRAMA DE BARRAS DONDE SE REPRESENTAN LOS VALORES MEDIOS DE a-
ACTINA EN LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.

En la figura 44 se observan los niveles medios de a-actina en suero de
los sujetos de los diferentes grupos de estudio. Como se puede deducir, el
grupo A de pacientes con dafo muscular y el grupo D de sujetos deportistas
lesionados presentan unos niveles mas elevados en comparacion con el resto
de los grupos, siendo sin embargo los niveles a-actina del grupo A mucho mas
elevados que del resto del los grupos. Siendo los valores medios de los grupos

B y C muy parecidos entre si.

a-Actin
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FIGURA 45. A. DETERMINACION POR INMUNOBLOTING DE LOS NIVELES DE A-ACTINA EN LOS
GRUPOS A Y B.
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En la figura 45 la letra A representa los niveles de a-actina en suero de
los sujetos del Grupo B (paciente sanos), con una banda al nivel de 43 kDa. El
numero 1 se corresponde con el control positivo (80 ng/ul de actina pura) y del
numero 2 al 10 a los niveles de a-actina en suero de sujetos sanos. La letra B
representa los niveles de a-actina en el grupo B suero de pacientes con dafio
muscular esquelético. El numero 1 se corresponde con el control positivo (80
ng/ul de actina pura) y del numero 2 al 10 a los niveles de a-actina en suero de

sujetos con dafio muscular esquelético.

1.7. RESUMEN DE LOS NIVELES DE LAS VARIABLES DENTRO DE CADA
GRUPO.

MARCADORES DE DANO MUSCULAR

—&—Tnl *100
—#—MIO/10
TnT *100
=—e==ACT
—X¥— CK/100
—@—LDH/10

MARCADOR

Accident Dep_les Dep_san Sanos
GRUPO

FIGURA 46. NIVELES DE LAS VARIABLES A TRAVES DE LOS CUATRO GRUPOS DE ESTUDIO.

En la figura 46 podemos observar la descripcion Inicial de los datos,
donde esta reflejada la media de cada marcador en cada grupo. Los
marcadores estan reescalados de 0 a 100 para que puedan ser visualmente

comparables.

1.8.- ANALISIS INFERENCIAL DEL ESTUDIO 1
Tras el estudio de los supuestos del Manova y tras comprobar que

incumpian gravemente estos se optd para el analisis por una alternativa no

paramétrica.
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Para la determinacion el efecto del grupo sobre cada VD se realizé una
analisis de KrusKall-Walis. Los resultados, que fueron significativos al 1 % para

todas las variables se muestran en la siguiente tabla:

Tnl MIO TnT ACT CK LDH
Chi-cuadrado 12,172 80,861 50,268 102,979 93,951 97,835
gl 3 3 3 3 3 3
Sig. asintot. ,007 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000

a Prueba de Kruskal-Wallis
b Variable de agrupacion: GR

TABLA 18. ESTADISTICOS DE CONTRASTE (A,B)

En la tabla 18 analizamos para cada variable dependiente (VD) el efecto
de la variable independiente (VI grupo) mediante la prueba de Kruskall-Wallis.
Observamos que todas las variables dependientes son significativas (p<
0.001).

Como encontramos significatividad en el estadistico de contraste para
todas las VD realizamos el contraste U-Mann-Whitney por pares de grupos. En
las siguientes tablas vemos la significatividad de las variables entre pares de
grupo. Observando que en la relacion de los grupos de sujetos sanos (B) con

dafno muscular (A), todas las variables son significativas (p< 0.001) (Tabla 19).

Tnl MIO nT ACT CK LDH
U de Mann-Whitney 365,000 3,000 106,000 ,000 4,000 ,000
W de Wilcoxon 926,000 564,000 667,000 561,000 565,000 561,000
z -2,307 -6,945 -5,987 -6,984 -6,932 -6,984
Sig. asintot. (bilateral) ,021 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000

a Variable de agrupacion: GR

TABLA 19. ESTADISTICOS DE CONTRASTE. GRUPOS ACCID (A)-CONTROL (B)

Tnl MIO nT ACT CK LDH
U de Mann-Whitney 461,000 7,000 | 339,000 ,000 8,000 | 165,000
W de Wilcoxon 1637,000 | 1183,000 | 1515,000 | 1176,000 | 1184,000 | 1341,000
z -3,298 -7,546 -4,541 7,613 -7,536 -6,027
Sig. asintot. (bilateral) ,001 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000

a Variable de agrupacion: GR

TABLA 20. ESTADISTICOS DE CONTRASTE. GRUPOS ACCID (A)-DEP SANOS (C)
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En la tabla 20 vemos que en la relacidén de los grupos de dafio muscular

(A) y deportistas sanos (C) todas las variables son significativas (p< 0.001).

Tnl MIO TnT ACT CK LDH
U de Mann-Whitney 180,000 12,000 | 326,000 9,000 ,000 63,500
W de Wilcoxon 390,000 | 222,000 | 536,000 | 219,000 210,000 | 273,500
z 2,826 5,835 -,081 -5,890 -6,055 -4,891
Sig. asintot. (bilateral) 005 1000 935 .000 .000 .000

a Variable de agrupacion: GR

TABLA 21. ESTADISTICOS DE CONTRASTE. GRUPOS ACCIDENT (A)-DEP LESION (D)

En la tabla 21 observamos que cuando contrastamos todas las variables
entre el grupo de sujetos con dafio muscular (A) y el de deportistas lesionados
(D) nos dan significatividad a p< 0.001 todas las variables excepto la TnT. En
la relacién del grupo de sujetos con dafio muscular con el de deportistas sanos,
todas las variables son significativas para p< 0.001 excepto la Tnl que no es

estadisticamente significativa (Tabla 22).

Tnl MIO TnT ACT CK LDH
U de Mann-Whitney 781,000 | 415500 | 583,500 | 233,000 214,500 2,000
W de Wilcoxon 1342,000 | 976,500 | 1144,500 | 794,000 775,500 | 563,000
Z -108 -3,619 -2,603 -5,374 -5,551 7,594
Sig. asintot. (bilateral) 914 000 009 000 000 000

a Variable de agrupacion: GR

TABLA 22. ESTADISTICOS DE CONTRASTE. GRUPOS ACCIDENT (A) -DEP SANOS (C)

En la tabla 23 vemos como la relacion del grupo control con el de

deportistas lesionados, todas las variables son significativas para p< 0.001

excepto la Tnl que no es estadisticamente significativa.

Tnl MIO TnT ACT CK LDH
U de Mann-Whitney 326,500 172,000 76,000 ,000 176,500 ,000
W de Wilcoxon 536,500 | 733,000 | 637,000 561,000 | 737,500 | 561,000
z -,065 -2,899 -5,179 -6,056 2,817 -6,056
Sig. asintot. (bilateral) ,948 004 ,000, ,000 ,005 ,000

a Variable de agrupacion: GR

TABLA 23.ESTADISTICOS DE CONTRASTE. GRUPOS CONTROL (B)-DEP LESIONADOS (D)
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Por ultimo, en la tabla 24 vemos como la relacion del grupo deportistas
sanos (C)) con el de deportistas lesionados, que tan sdélo las variables TnT,
ACT y CK son significativas para p< 0.001 no siendo significativas la Tnl,

mioglobina y LDH.

Tnl MIO nT ACT CK LDH
U de Mann-Whitney 464,000 | 448,500 | 216,000 199,000 | 218,000 | 446,000
W de Wilcoxon 674,000 | 1624,500 | 1392,000 | 1375,000 | 428,000 | 656,000
z -,235 -,424 -3,751 -3,782 -3,527 -,458
Sig. asintot. (bilateral) ,814 672 ,000 ,000 ,000 647

a Variable de agrupacion: GR
T
TABLA 24. ESTADISTICOS DE CONTRASTE. GRUPOS DEP SANOS (C)-DEP LES (D)

A continuacion analizaremos los pares de grupos dos a dos mediante
la prueba estadistico de contraste para cada variable dependiente, para ver la

significatividad de cada variable (contrastes Post-Hoc o a posteriori)

MIO Accllfent DepD_Ies Depasan Sagos
Accident (A) 0,0001** 0,0001 ** 0,0001**
Dep_les (D) 0,770 0,048*
Dep_san (C) 0,016*
Sanos (B)

TABLA 25. ESTADISTICOS DE CONTRASTE DE LA VARIABLE DEPENDIENTE TNI.

En la tabla 25 observamos la significatividad de la variable dependiente
mioglobina con los cuatro grupos de estudio (Grupos A, B, C y D). Siendo
estadisticamente significativa (p< 0.001) la mioglobina entre los grupos
deportistas lesionados (D) y grupo de dano muscular (A). También se ven
diferencias significativas en la mioglobina entre estos grupo de estudio (C-A),
(B-A)y (B-C).

CK Achdent DepD_Ies Dep(_:san Sa|r3|os
Accident (A) 0,0001%* | 0,0001** | 0,0001**
Dep_les (D) 0,0001%* 0,005**
Dep_san (C) 0,0001**
Sanos (B)

TABLA 26. ESTADISTICOS DE CONTRASTE DE LA VARIABLE DEPENDIENTE CK.
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En la tabla 26 observamos la significatividad de la variable dependiente
CK con los cuatro grupos de estudio (Grupos A, B, C y D). Siendo
estadisticamente significativa (p< 0.001) la CK entre los grupos deportistas
lesionados (D) y grupo de dafio muscular (A). También se ven diferencias
significativas entre el resto de comparaciones de grupos, siendo la relacion
entre grupos la siguiente (C-A), (C-D), (B-A), (B-D)y (B-C).

LDH Acc::lent DepD_Ies Depasan Sagos
Accident (A) 0,0001** 0,0001** 0,0001**
Dep_les (D) 0,647 0,0001**
Dep_san (C) 0,0001**
Sanos (B)

TABLA 27. ESTADISTICOS DE CONTRASTE DE LA VARIABLE DEPENDIENTE LDH.

En la tabla 27 observamos la significatividad de la variable dependiente
LDH con los cuatro grupos de estudio (Grupos A, B, C y D). Siendo
estadisticamente significativa (p< 0.001) la LDH entre los grupos deportistas
lesionados (D) y grupo de dafio muscular (A). También se ven diferencias
significativas en la LDH entre estos grupo de estudio (C-A), (B-A), (B-D) y (B-
C).

Tnl Achient DepD_Ies Dep(_:san Sa;os
Accident (A) 0,021 0,001%** 0,195
Dep_les (D) 0,814 0,756
Dep_san (C) 0,914
Sanos (B)

TABLA 28. ESTADISTICOS DE CONTRASTE DE LA VARIABLE DEPENDIENTE TNI.

En la tabla 28 observamos la significatividad de la variable dependiente
Tnl con los cuatro grupos de estudio (Grupos A, B, C y D). Siendo
estadisticamente significativa (p< 0.001) la Tnl entre los grupos deportistas
sanos (C) y grupo de dano muscular (A). No observandose mas diferencias

significativas en la Tnl entre la relacion de los demas grupos de estudio.
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TnT Achdent DepD_Ies Dep(_:san Sa|r3|os
Accident (A) 0,935 0,0001** | 0,0001**
Dep_les (D) 0,0001** | 0,0001**
Dep_san (C) 0,009 **
Sanos (B)

TABLA 29. ESTADISTICOS DE CONTRASTE DE LA VARIABLE DEPENDIENTE TNT.

En la tabla 29 observamos la significatividad de la variable dependiente
TnT con los cuatro grupos de estudio (Grupos A, B, C y D). Siendo
estadisticamente significativa (p< 0.001) la TnT entre los grupos deportistas
sanos (C) y grupo de dafo muscular (A). También se ven diferencias
significativas en la TnT entre estos grupo de estudio (C-D), (B-A), (B-D) y (B-C).

Accident Dep_les Dep_san Sanos
ACT A s i -
C«:)Cident 0,0001%** 0,0001** 0,0001%**
Dep_les (D) 0,0001%* | 0,0001%*
Dep_san 0,0001**
(€)
Sanos (B)

TABLA 30. ESTADISTICOS DE CONTRASTE DE LA VARIABLE DEPENDIENTE ACTINA.

En la tabla 30 observamos la significatividad de la variable dependiente
actina con los cuatro grupos de estudio (Grupos A, B, C y D). Siendo
estadisticamente significativa (p< 0.001) la actina entre los grupos deportistas
lesionados (D) y grupo de dafio muscular (A). También se ven diferencias
significativas en la actina entre todas las demas relaciones entre grupos (C-A),
(C-D), (B-A), (B-D) y (B-C).

2. ESTUDIO 2. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DIFERENTES
SUBGRUPOS (SUB 1, SUB 2 Y SUB 3).

Los resultados reflejados a continuacion representan los valores de los
diferentes marcadores en condiciones basales, esto es, la determinacién en

suero de las variables con los sujetos de los distintos subgrupos en reposo.
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2.1. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE MIOGLOBINA

La figura 47 muestra las variaciones en la concentracion de mioglobina
en suero de los distintos subgrupos (Sub.1 grupo deportistas de balonmano,
Sub.2 deportistas de rugby y Sub.3 deportes individuales) de sujetos. Como se
puede observar los sujetos del grupo A presentaron unos niveles de mioglobina

mucho mas abundantes que los del resto de los grupos.
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FIGURA 47. DIAGRAMA DE CAJAS DE LOS NIVELES DE MIOGLOBINA EN LOS
DIFERENTES SUBGRUPOS.

En la tabla 31 se observa los valores de mioglobina detectados en suero
de los diferentes grupos de estudio. En el subgrupo 1, formado por 16
individuos, los niveles de mioglobina variaron entre 22 y 67,1 ng/mL, con un
valor medio de 40,85 ng/mL y una desviacion tipica de 12,60. En el subgrupo 2,
formado por 10 individuos, los niveles de mioglobina en suero variaron entre
249 y 45,9 ng/mL, con un valor medio de 34,23 ng/mL y una desviacion tipica
de 18,56.

En el subgrupo 3, formado por 17 sujetos, los niveles de mioglobina
variaban entre 16,9 y 81,2 ng/mL, con un valor medio de 45,54 ng/mL y una
desviacion tipica de 18,56 (Tabla 31).
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DIAGNOSTICO MIOGLOBINA (ng/mL)

SUBGRUPO 1 SUBGRUPO 2 SUBGRUPO 3
NUmero de sujetos 16 10 17
Media 40,85 34,23 45,54
Error tipico de la media 3,150 2,158 4,50
Desv. Tip. 12,60 6,824 18,56
Varianza 158,81 46,571 344,48

TABLA 31. CUADRO RESUMEN DE LOS NIVELES DE MIOGLOBINA EN LOS DIFERENTES

SUBGRUPOS.
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FIGURA 48. DIAGRAMA DE BARRAS DE ERROR COMPARANDO LA LIBERACION DE
MIOGLOBINA ENTRE LOS DIFERENTES SUBGRUPOS DE ESTUDIO.

La Fig. 48 muestra que todos los valores de mioglobina en el subgrupo 3

son superiores a los que presentan los subgrupos 1y 2.

En la figura 49 se observan los niveles medios de mioglobina en suero

de los sujetos de los diferentes subgrupos de estudio. Como se puede deducir,

el subgrupo 3 de deportistas de deportes individuales presentan unos niveles

medios mas elevados en comparacion con el resto de los subgrupos, aunque

las diferencias son minimas en sus valores medios.
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FIGURA 49. DIAGRAMA DE BARRAS DONDE SE REPRESENTAN LOS VALORES MEDIOS DE
MIOGLOBINA EN LOS DIFERENTES SUBGRUPOS DE ESTUDIO.

2.2. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE CREATINA
FOSFOQUINASA

La figura 50 muestra las variaciones en la concentracion de mioglobina
en suero de los distintos subgrupos (Sub.1 grupo deportistas de balonmano,
Sub.2 deportistas de rugby y Sub.3 deportes individuales) de sujetos. Como se
puede observar los sujetos del grupo A presentaron unos niveles de mioglobina

mucho mas abundantes que los del resto de los grupos.
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FIGURA 50. DIAGRAMA DE CAJAS DE LOS NIVELES DE CPK EN LOS DIFERENTES SUBGRUPOS.
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En la tabla 32 se observa los niveles de CPK detectados en suero de los
diferentes subgrupos de estudio. Del subgrupo 1, formado por 16 deportistas,
la CPK actividad varia entre 174 y 568 UI/L, con un valor medio de 342,5 Ul/L y
una desviaciéon tipica de 116,53 UI/L. En el subgrupo 2, formado por 10
deportitas, la actividad de CPK en suero variaba entre 168 y 409 UI/L, con un

valor medio de 235,4 UI/L y una desviacion tipica de 73,3.

DIAGNOSTICO CPK ACTIVIDAD (UI/L)
SUBGRUPO 1 SUBGRUPO 2 SUBGRUPO 3
NuUmero de sujetos 16 10 17
Media 3425 235,4 153,76
Error tipico de la media 29,13 23,18 24,32
Desv. Tip. 116,53 73,33 100,28
Varianza 13581,06 5377,6 10057,56

TABLA 32. CUADRO RESUMEN DE LOS NIVELES DE CPK ACTIVIDAD EN LOS DIFERENTES
SUBGRUPOS.

En el subgrupo 3, formado por 17 deportistas, los niveles de CPK
variaban entre 46 y 491 UI/L, con un valor medio de 153,7 Ul/L y una
desviacion tipica de 100,2 (Tabla 32).
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FIGURA 52. DIAGRAMA DE BARRAS DE ERROR COMPARANDO LA LIBERACION DE CPK
ACTIVIDAD ENTRE LOS DIFERENTES SUBGRUPOS DE ESTUDIO.
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La Fig. 52 muestra que los valores de CPK detectados en suero de
deportistas del subgrupo 1 son superiores a los que presentan los subgrupos 2

y 3.
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FIGURA 53. DIAGRAMA DE BARRAS DONDE SE REPRESENTAN LOS VALORES MEDIOS DE CPK
EN LOS DIFERENTES SUBGRUPOS DE ESTUDIO.

En la figura 53 se observan los niveles medios de CPK actividad en
suero de los sujetos de los diferentes subgrupos de estudio. Como se puede
deducir, el subgrupo 1 de deportistas de balonmano presentan unos niveles

medios mas elevados en comparacion con el resto de los subgrupos.

2.3. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE LDH.

En la figura 54 se observa como la actividad de LDH en suero del
subgrupo 2 es mas abundante que la del resto de los grupos. Aunque
podemos ver reflejado en la siguiente tabla que el subgrupo 1 tiene
concentraciones mas altas que los deportistas del subgrupo 3. En esta grafica
se ven reflejados los valores de la mediana de la variable analizada y su

variacion en cada grupo estudiado.
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FIGURA 54. DIAGRAMA DE CAJAS DE LOS NIVELES DE LDH EN LOS DIFERENTES

SUBGRUPOS.

En la tabla 33 se observa los niveles de LDH detectados en suero de los

diferentes subgrupos de estudio. Del subgrupo 1, formado por 16 deportistas,
la LDH actividad varia entre 289 y 398 UI/L, con un valor medio de 340,68 Ul/L

y una desviacion tipica de 32,8 Ul/L. En el subgrupo 2, formado por 10

deportistas, la actividad de LDH en suero variaba entre 294 y 396 UI/L, con un

valor medio de 350,5 UI/L y una desviacion tipica de 32,81.

DIAGNOSTICO LDH (UI/L)

SUBGRUPO 1 SUBGRUPO 2 SUBGRUPO 3
Numero de sujetos 16 10 17
Media 340,68 350,5 228,11
Error tipico de la media 8,21 10,37 18,94
Desv. Tip. 32,86 32,81 78,12
Varianza 1079,82 1076,72 6103,86

TABLA 33. CUADRO RESUMEN DE LOS NIVELES DE LDH EN LOS DIFERENTES SUBGRUPOS.

En el subgrupo 3, formado por 17 deportistas, los niveles de LDH

variaban entre 104 y 382 UI/L, con un valor medio de 228,1 Ul/L y una
desviacion tipica de 78,12 (Tabla 33).
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FIGURA 55. DIAGRAMA DE BARRAS DE ERROR COMPARANDO LA LIBERACION DE LDH
ACTIVIDAD ENTRE LOS DIFERENTES SUBGRUPOS DE ESTUDIO.

La Fig. 55 muestra que los valores de LDH detectados en suero de
deportistas del subgrupo 2 son superiores a los que presentan los subgrupos 2
y 3. Siendo los valores del subgrupo 3 de deportes individuales mas bajos que

los del subgrupo 1.
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FIGURA 56. DIAGRAMA DE BARRAS DONDE SE REPRESENTAN LOS VALORES MEDIOS DE LDH
EN LOS DIFERENTES SUBGRUPOS DE ESTUDIO.
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En la figura 56 se observan los niveles medios de LDH actividad en
suero de los deportistas de los diferentes subgrupos de estudio. Como se
puede deducir, los subgrupos 1 y 2 de deportistas de balonmano y rugby
respectivamente presentan unos niveles medios mas elevados en comparacion

con el subgrupo 3.

2.4. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE Tnl.

En la figura 57 se observa como los niveles de Tnl en suero de los tres
subgrupos es muy similar. Siendo los valores detectados de Tnl, en el suero

de los deportistas de todos los subgrupos, practicamente los mismos.
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FIGURA 57. DIAGRAMA DE CAJAS DE LOS NIVELES DE Tnl EN LOS DIFERENTES
SUBGRUPOS.

En la tabla 34 se observa los niveles de Tnl detectados en suero de los
diferentes subgrupos de estudio. Del subgrupo 1, formado por 16 deportistas,
la Tnl varia entre 0,01 y 0,03 ng/mL, con un valor medio de 0,0175 ng/mL y
una desviacién tipica de 0,0068 ng/mL. En el subgrupo 2, formado por 10
deportistas, los niveles de Tnl en suero variaron entre 0,01 y 0,03 ng/mL, con

un valor medio de 0,016 ng/mL y una desviacion tipica de 0,008.
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DIAGNOSTICO Thnl (ng/mL)
SUBGRUPO 1 SUBGRUPO 2 SUBGRUPO 3
NuUmero de sujetos 16 10 17
Media 0,0175 0,016 0,0188
Error tipico de la media 0,0017 0,002 0,0024
Desv. Tip. 0,0068 0,0084 0,0099
Varianza 0,000 0,000 0,000

TABLA 34. CUADRO RESUMEN DE LOS NIVELES DE LDH EN LOS DIFERENTES SUBGRUPOS.

En el subgrupo 3, formado por 17 deportistas, los niveles de Tnl variaron
entre 0,01 y 0,04 ng/mL, con un valor medio de 0,018 ng/mL y una desviacion
tipica de 0,009 (Tabla 34).
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FIGURA 58 DIAGRAMA DE BARRAS DE ERROR COMPARANDO LA LIBERACION DE Tnl
ENTRE LOS DIFERENTES SUBGRUPOS DE ESTUDIO.

La Fig. 58 muestra que los valores de Tnl detectados en suero de
deportistas del subgrupo 3 son levemente superiores a los que presentan los
subgrupos 1 y 2. Siendo los valores del subgrupo 1 de deportistas de

balonmano mas bajos que el del resto de subgrupos.

- 146 -



Antonio Martinez Amat Resultados

Tnl ng/mL

0,019
0,0185
0,018+
0,0175-
0,017
0,0165
0,016
0,0155
0,015
0,0145

1 2 3
SUBGRUPOS

FIGURA 59. DIAGRAMA DE BARRAS DONDE SE REPRESENTAN LOS VALORES MEDIOS DE Tnl
EN LOS DIFERENTES SUBGRUPOS DE ESTUDIO.

En la figura 59 se observan los niveles medios de Tnl en suero de los
deportistas de los diferentes subgrupos de estudio. Como se puede deducir, los
subgrupos 1 y 2 de deportistas de balonmano y rugby respectivamente

presentan unos niveles medios mas bajos en comparacién con el subgrupo 3.

2.5. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE TNT.

En la figura 60 se observa como los niveles detectados de TnT en suero
del subgrupo 3 es mas abundante que la del resto de los subgrupos. Viéndose
reflejado en la siguiente tabla que el subgrupo 1 y 2 tiene concentraciones mas
0 menos similares. En esta grafica se ven reflejados los valores de la mediana
de la variable analizada y su variacion en cada grupo estudiado.
Observandose también claramente las dispersién de los datos y los valores que

se salen de lo normal.

- 147 -



Antonio Martinez Amat

Resultados

0,0400—

0,0300 —

|E 0,0200 —
[

0,0100—+

* 16

0,0000—

035

I I
sSuB1 sSuB2

SuUB3

SUBGRUPOS

FIGURA 60. DIAGRAMA DE CAJAS DE LOS NIVELES DE TnT EN LOS DIFERENTES

SUBGRUPOS.

En la tabla 35 se observa los niveles de TnT detectados en suero de los

diferentes subgrupos de estudio. Del subgrupo 1, formado por 16 deportistas,

la TnT varia entre 0,001 y 0,03 ng/mL, con un valor medio de 0,0028 ng/mL y

una desviacion tipica de 0,007 ng/mL. En el subgrupo 2, formado por

10

deportistas, los niveles de TnT en suero variaron entre 0,001 y 0,019 ng/mL,

con un valor medio de 0,002 ng/mL y una desviacion tipica de 0,005.

DIAGNOSTICO TnT (ng/mL)

SUBGRUPO 1 SUBGRUPO 2 SUBGRUPO 3
NUmero de sujetos 16 10 17
Media 0,0028 0,0028 0,016
Error tipico de la media 0,0018 0,0018 0,0023
Desv. Tip. 0,0072 0,0056 0,0098
Varianza 0,000 0,000 0,000

TABLA 35. CUADRO RESUMEN DE LOS NIVELES DE LDH EN LOS DIFERENTES SUBGRUPOS.

En el subgrupo 3, formado por 17 deportistas, los niveles de TnT

variaron entre 0,001 y 0,04 ng/mL, con un valor medio de 0,016 ng/mL y una
desviacion tipica de 0,009 (Tabla 35).
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FIGURA 61. DIAGRAMA DE BARRAS DE ERROR COMPARANDO LA LIBERACION DE TnT
ENTRE LOS DIFERENTES SUBGRUPOS DE ESTUDIO.

La Fig. 61 muestra que los valores de TnT detectados en suero de
deportistas del subgrupo 3 son superiores a los que presentan los subgrupos 1

y 2. Siendo los valores de los subgrupos 1y 2 muy parecidos.

TnT ng/mL
0,02
0,015
0,01
0 : ‘
1 2 3
SUBGRUPOS

FIGURA 62. DIAGRAMA DE BARRAS DONDE SE REPRESENTAN LOS VALORES MEDIOS DE Tnl
EN LOS DIFERENTES SUBGRUPOS DE ESTUDIO.
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En la figura 62 se observan los niveles medios de TnT en suero de los
deportistas de los diferentes subgrupos de estudio. Como se puede deducir, los
subgrupos 1 y 2 de deportistas de balonmano y rugby respectivamente
presentan unos niveles medios mas bajos en comparacién con el subgrupo 3

que presenta unos niveles mayores de TnT.

2.6. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE ALFA-ACTINA.

En la figura 63 se observa como los niveles de a-actina en suero del
subgrupo 1 de sujetos deportistas de balonmano son mas abundantes que el
del resto de los grupos. Aunque podemos ver reflejado en la siguiente grafica
como los valores de a-actina del subgrupo 2 de sujetos deportistas de rugby

presentan también valores mas amplios que los del subgrupo 3.
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FIGURA 63. DIAGRAMA DE CAJAS DE LOS NIVELES DE a- ACTINA EN LOS DIFERENTES
SUBGRUPOS.

En la tabla 36 se observa la liberacidon de a-actina detectada en suero de
los diferentes subgrupos de estudio. En el subgrupo 1, formado por 16

deportistas, la liberaciéon de a-actina varia entre 0,28 y 19,6 ugr/ml, con un
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valor medio de 8,176 ugr/ml y una desviacion tipica de 5,99 ugr/ml. En el
subgrupo 2, formado por 10 deportistas, la cantidad de a-actina detectada en
suero variaba entre 0,23 y 3,01 ugr/ml, con un valor medio de 1,247 pgr/ml y

una desviacion tipica de 0,995.

DIAGNOSTICO a-ACTINA (ugr/ml)
SUBGRUPO 1 SUBGRUPO 2 SUBGRUPO 3
Numero de sujetos 16 10 17
Media 8,1762 1,247 1,360
Error tipico de la media 1,4991 0,314 0,581
Desv. Tip. 5,9964 0,995 2,397
Varianza 35,957 0,990 5,746

TABLA 36. CUADRO RESUMEN DE LOS NIVELES DE a-ACTINA EN LOS DIFERENTES
SUBGRUPOS.

En el subgrupo 3, formado por 17 deportistas, los niveles de a-actina
detectados en suero de los deportistas variaron entre 0,06 y 7,36 ugr/ml, con

un valor medio de 1,360 pgr/ml y una desviacion tipica de 2,397 (Tabla 36).
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FIGURA 64. DIAGRAMA DE BARRAS DE ERROR COMPARANDO LALIBERACION DE a-ACTINA
ENTRE LOS DIFERENTES SUBGRUPOS DE ESTUDIO.
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La Fig. 64 muestra que los valores de a-actina en los subgrupos 2y 3
son inferiores a los que presenta el subgrupo 1, siendo los valores del
subgrupo 3 de deportistas de practica individual mas altos que los del subgrupo
2.

a-ACTINA (pgr/ml)

10

1 2 3
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FIGURA 65. DIAGRAMA DE BARRAS DONDE SE REPRESENTAN LOS VALORES MEDIOS DE a-
ACTINA EN LOS DIFERENTES SUBGRUPOS DE ESTUDIO.

En la figura 65 se observan los niveles medios de a-actina en suero de
los sujetos de los diferentes subgrupos de estudio. Como se puede deducir, el
subgrupo 1 de deportistas de balonmano presentan unos niveles mas elevados
en comparacion con el resto de los grupos, siendo sin embargo los niveles o-

actina de los subgrupos 1y 2 muy parecidos.
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43 kDa——> T, - — . — — — = — 1
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FIGURA 66. A. DETERMINACION POR INMUNOBLOTING DE LOS NIVELES DE A-ACTINA EN LOS
SUBGRUPOS 1,2 3.

- 152 -



Antonio Martinez Amat Resultados

En la figura 66 el primer gel representa los niveles de a-actina en suero
de los sujetos del Subgrupo 1 (deportistas de balonmano), con una banda al
nivel de 43 kDa. El numero 1 se corresponde con el control positivo (80 ng/ul
de actina pura) y del numero 2 al 9 a los niveles de a-actina en suero de
deportistas en reposo de balonmano. El segundo gel de la figura 60 representa
los niveles de a-actina en el Subgrupo 2 suero de deportistas del equipo de
rugby en estado de reposo. El numero 1 se corresponde con el control positivo
(80 ng/ul de actina pura) y del numero 2 al 9 a los niveles de a-actina en suero

de dichos deportistas.

El tercer gel representa los niveles de a-actina en suero de los
deportistas del Subgrupo 3 (deportes individuales), con una banda al nivel de
43 kDa. El numero 1 se corresponde con el control positivo (80 ng/ul de actina
pura) y del numero 2 al 9 a los niveles de a-actina en suero de deportistas de

practica individual en estado de reposo (Figura 66).

2.7. RESUMEN DE LOS NIVELES DE LAS VARIABLES DENTRO DE CADA
GRUPO.

MARCADORES DE DANO MUSCULAR.
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FIGURA 67. NIVELES DE LAS VARIABLES A TRAVES DE LAS TRES MODALIDADES DEPORTIVAS.

En la figura 67 podemos observar la descripcion Inicial de los datos,

donde esta reflejada la media de cada marcador en cada grupo. Los

- 153 -



Antonio Martinez Amat Resultados

marcadores estan reescalados de 0 a 100 para que puedan ser visualmente

comparables.

2.8. ANALASIS INFERENCIAL DEL SEGUNDO ESTUDIO.

El analisis realizado fue un Manova unifactorial entregrupos en el que
hay una VI con tres niveles y seis VD. El analisis con todos los datos es
significativo para el vector de medias de VDs, es decir, los grupos han
provocado diferencias significativas en el vector de medias de las VDs. (Traza
de Pillai=0,928; F12, 7o= 7,528; p= =.0001; Eta® parcial= 0,556)

Como nos ha salido significativo el contraste anterior, pasamos a
estudiar el efecto de los subgrupos sobre cada VD, siendo estadisticamente
significativas (p< 0.001) todas las variables excepto la Tnl y la mioglobina
(Tabla 37).

Suma de Eta al Potencia
cuadrados Media cuadrado Rcuad observad
Fuente | VD tipo Il gl cuadratica F Sig. parcial corregi a(a)
GR Tnl ,70
5,097E-05 2| 2,549E-05 ,350 7 ,017 | -0.032 ,102
Mio 808,095 2 404,048 1,944 ’12 ,089 0.043 ,379
LGS 002 2 001| 13,539 ,og 404 | 0374 997
— 472,553 2 236,277 | 14,762 ’08 425 0.396 ,008
el 294351,518 2 | 147175,759 | 14,253 ,og 416 0.387 ,098
et 139728,995 2| 69864,498 | 22,619 ’08 ,531 0.507 1,000
Error Tnl ,003 | 40| 7,291E-05
MIO 8313,082 | 40 207,827
TnT ,003 | 40| 6,568E-05
ACT 640,215 | 40 16,005
CK 413035,459 | 40 | 10325,886
LDH | 123549,702 | 40 3088,743

TABLA 37. PRUEBAS DE LOS EFECTOS DE LA VI SOBRE CADA VD

A continuacién analizaremos los pares de grupos dos a dos mediante la
prueba estadistico de contraste para cada variable dependiente, para ver la

significatividad de cada variable (contrastes Post-Hoc o a posteriori)
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TnT Balonmano(1) | Rugby (2) | Individ (3)
Balonmano (1) 0,982 0,0001**
Rugby (2) 0,0001**
Individ (3)

TABLA 38. ESTADISTICOS DE CONTRASTE DE LA VARIABLE DEPENDIENTE TNT.

En la tabla 38 observamos la significatividad de la variable dependiente
TnT con los 3 grupos de estudio (Subgrupos 1, 2 y 3). Siendo estadisticamente
significativa (p< 0.001) la TnT entre los subgrupos individuales (3) y subgrupo
balonmano (1). También se ven diferencias significativas en la TnT entre el

subgrupo de estudio individual (3) y rugby (2). ORDEN: Indiv > Balonm

=Rugby
ACT Balonmano(1) | Rugby (2) | Individ (3)
Balonmano (1) 0,001** 0,001%**
Rugby (2) 0,998
Individ (3)

TABLA 39. ESTADISTICOS DE CONTRASTE DE LA VARIABLE DEPENDIENTE ACT.

En la tabla 39 observamos la significatividad de la variable dependiente
ACT con los 3 grupos de estudio (Subgrupos 1, 2 y 3). Siendo estadisticamente
significativa (p< 0.001) la ACT entre los subgrupos rugby (2) y subgrupo

balonmano (1). También se ven diferencias significativas en la ACT entre el

subgrupo de estudio individual (3) y balonmano (1). ORDEN:
Balonm>Rugby=Indiv.
CK Balonmano(1) | Rugby (2) | Individ (3)
Balonmano (1) 0,013* 0,0001**
Rugby (2) 0,051
Individ (3)

TABLA 40. ESTADISTICOS DE CONTRASTE DE LA VARIABLE DEPENDIENTE CK.

En la tabla 40 observamos la significatividad de la variable dependiente
CK con los 3 grupos de estudio (Subgrupos 1, 2 y 3). Siendo estadisticamente
significativa (p< 0.001) la CK entre los subgrupos rugby (2) y subgrupo

balonmano (1). También se ven diferencias significativas en la CK entre el
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subgrupo de estudio individual (3) y balonmano (1). ORDEN:

Balonmano>Rugby=Indiv

LDH Balonmano(1) | Rugby (2) | Individ (3)
Balonmano (1) 0,849 0,0001**
Rugby (2) 0.0001**
Individ (3)

TABLA 41. ESTADISTICOS DE CONTRASTE DE LA VARIABLE DEPENDIENTE LDH.

En la tabla 41 observamos la significatividad de la variable dependiente
LDH con los 3 grupos de estudio (Subgrupos 1, 2 y 3). Siendo estadisticamente
significativa (p< 0.001) la LDH entre los subgrupos individuales (3) y subgrupo
balonmano (1). También se ven diferencias significativas en la LDH entre el
subgrupo de estudio individual (3) y rugby (2). ORDEN: Balonmano
Rugby>Indiv.

3. ESTUDIO 3. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS SUBGRUPOS 1 Y 2
(BALONMANO Y RUGBY) ANTES Y DESPUES DE UN PARTIDO DE
ALTA COMPETICION.

Los resultados reflejados a continuacion representan los valores de los
diferentes marcadores en condiciones basales y tras un esfuerzo fisico, siendo
en este caso un partido de alta competicion, esto es, la determinacion en suero
de las variables con los sujetos de los distintos grupos en reposo y tras la
practica de un partido de alta competicion, siendo para el subgrupo 1 un partido

de balonmano y para el subgrupo 2 un partido de rugby.

3.1. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE MIOGLOBINA .

En la tabla 42 se observa la liberacion de mioglobina detectada en suero
antes y después de un partido de alta competicidon de los diferentes subgrupos
de estudio (balonmano y rugby). En el subgrupo 1 (balonmano), formado por
13 deportistas, la concentracidon media de mioglobina antes del partido es de

- 156 -



Antonio Martinez Amat Resultados

34,91 ng/mL y después del partido de 158,35 ng/mL, con una desviacion tipica
de 12,9 antes de partido y de 69,06 después del partido.

MEDIAS
DESVIACION TIPICA
MIOGLOBINA Pre Post Pre Post
Balonmano (SUB.1) 34,9154 158,35 12,9979 69,0642
Rugby (SUB.2) 34,23 323,69 6,8243 130,9369

TABLA 42. CUADRO RESUMEN DE LOS VALORES MEDIOS Y DESVIACION TiPICA DE
MIOGLOBINA EN LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.

En el subgrupo 2 (rugby), formado por 10 deportistas, la cantidad media
de mioglobina detectada en suero antes del partido fue de 34,23 ng/mL y de
323,69 después del partido, con una desviacion tipica de 6,82 antes del partido
y de 130,9 después del partido (Tabla 42).

En la figura 68 podemos observar como ascienden los niveles de
mioglobina después del partido de competicion, en las dos disciplinas
diferentes (balonmano y rugby), subiendo mas los niveles de mioglobina en el
suero de los jugadores de balonmano, con respecto a la toma que se realizd

antes del partido.

MIOGLOBINA
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FIGURA 68. GRAFICA DE VALORES DE MIOGLOBINA DETECTADOS EN LOS DEPORTISTAS
ANTES Y DESPUES DEL PARTIDO DE COMPETICION EN LAS DIFERENTES DISCIPLINAS.
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En la figura 69 podemos ver representados los valores medios de la
mioglobina en cada momento de estudio y en las dos disciplinas deportivas

analizadas.

MIOGLOBINA PRE/POST

400+
300

200
= :I =

Pre | Post | Pre | Post

Balonmano Rugby

FIGURA 69. NIVELES MEDIOS DE MIOGLOBINA ANTES Y DESPUES DEL PARTIDO DE
COMPETICION EN LAS DOS MODALIDADES DEPORTIVAS ANALIZADAS.

3.2. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE CREATINA
FOSFOQUINASA.

En la tabla 43 se observa la liberacion de CPK detectada en suero antes
y después de un partido de alta competicién de los diferentes subgrupos de
estudio (balonmano y rugby). En el subgrupo 1 (balonmano), formado por 13
deportistas, la concentracion media de CPK antes del partido fue de 308,61
UI/L y después del partido de 409,6 UI/L, con una desviacién tipica de 149,3
antes de partido y de 191,3 después del partido.

MEDIAS DESVIACION TIPICA

CPK Pre Post Pre Post
Balonmano (SUB.1) 308,61 | 409,692 | 149,3137 | 191,3397
Rugby (SUB.2) 2354 391,1 73,3321 | 111,226

TABLA 43. CUADRO RESUMEN DE LOS VALORES MEDIOS Y DESVIACION TiPICA DE CPK EN
LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.

En el subgrupo 2 (rugby), formado por 10 deportistas, la cantidad media
de CPK detectada en suero antes del partido fue de 235,4 Ul/L y de 391,1 Ul/L
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después del partido, con una desviacion tipica de 73,3 antes del partido y de
111,2 después del partido (Tabla 43).
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FIGURA 70. GRAFICA DE VALORES DE CPK DETECTADOS EN LOS DEPORTISTAS ANTES Y
DESPUES DEL PARTIDO DE COMPETICION EN LAS DIFERENTES DISCIPLINAS.

En la figura 70 podemos observar como ascienden los niveles de CPK
después del partido de competicién, en las dos disciplinas diferentes
(balonmano y rugby), subiendo mas los niveles de CPK en el suero de los
jugadores de balonmano, con respecto a la toma que se realiz6 antes del
partido. También podemos observar en la grafica como el grupo de jugadores
de balonmano parten de unos niveles basales de CPK mas altos que los del

otro grupo.
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FIGURA 71. NIVELES MEDIOS DE CPK ANTES Y DESPUES DEL PARTIDO DE COMPETICION EN
LAS DOS MODALIDADES DEPORTIVAS ANALIZADAS.
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En la figura 71 podemos ver representados los valores medios de CPK

en cada momento de estudio y en las dos disciplinas deportivas analizadas.

3.3. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE LDH.

En la tabla 44 se observa la liberacion de LDH detectada en suero antes
y después de un partido de alta competiciéon de los diferentes subgrupos de
estudio (balonmano y rugby). En el subgrupo 1 (balonmano), formado por 13
deportistas, la concentracion media de LDH antes del partido fue de 326,8 UI/L
y después del partido de 394,3 UI/L, con una desviacion tipica de 31,6 antes

de partido y de 38,1 después del partido.

En el subgrupo 2 (rugby), formado por 10 deportistas, la cantidad media
de LDH detectada en suero antes del partido fue de 300,5 UI/L y de 501,3 UI/L
después del partido, con una desviacion tipica de 32,8 antes del partido y de
72,5 después del partido (Tabla 44).

MEDIAS
DESVIACION TIPICA
Pre Post Pre Post
LDH
Balonmano (SUB.1) 326,8461 | 394,3846 | 31,6961 38,1806
Rugby (SUB.2) 300,5 501,3 32,8134 72,5044

TABLA 44. CUADRO RESUMEN DE LOS VALORES MEDIOS Y DESVIACION TiPICA DE LDH EN
LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.

En la figura 72 podemos observar como ascienden los niveles de LDH
después del partido de competicidn, en las dos disciplinas diferentes
(balonmano y rugby), subiendo mas los niveles de LDH en el suero de los
jugadores de rugby, con respecto a la toma que se realiz6 antes del partido.
También podemos observar en la grafica como el grupo de jugadores de
balonmano parten de unos niveles basales de LDH un poco mas altos que los

del otro grupo.
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FIGURA 72. GRAFICA DE VALORES DE LDH DETECTADOS EN LOS DEPORTISTAS ANTES Y
DESPUES DEL PARTIDO DE COMPETICION EN LAS DIFERENTES DISCIPLINAS.

En la figura 73 podemos ver representados los valores medios de LDH

en cada momento de estudio y en las dos disciplinas deportivas analizadas.
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FIGURA 73. NIVELES MEDIOS DE LDH ANTES Y DESPUES DEL PARTIDO DE COMPETICION EN
LAS DOS MODALIDADES DEPORTIVAS ANALIZADAS.

3.4. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE Tnl.

En la tabla 45 se observa la liberacién de Tnl detectada en suero antes y
después de un partido de alta competicion de los diferentes subgrupos de
estudio (balonmano y rugby). En el subgrupo 1 (balonmano), formado por 13

deportistas, la concentracion media de Tnl antes del partido fue de 0,019
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ng/mL y después del partido de 0,019 ng/mL, con una desviacion tipica de

0,009 antes de partido y de 0,01 después del partido.

MEDIAS DESVIACION TIPICA
Tnl Pre Post Pre Post
Balonmano (SUB.1) 0,019 0,019 0,0095 0,0166
Rugby (SUB.2) 0,016 0,016 0,0084 0,0107

TABLA 45. CUADRO RESUMEN DE LOS VALORES MEDIOS Y DESVIACION TiPICA DE Tnl EN LOS
DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.

En el subgrupo 2 (rugby), formado por 10 deportistas, la cantidad media
de Tnl detectada en suero antes del partido fue de 0,016 ng/mL y de 0,016
ng/mL después del partido, con una desviacion tipica de 0,008 antes del partido
y de 0,010 después del partido (Tabla 45).
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FIGURA 74. GRAFICA DE VALORES DE Tnl DETECTADOS EN LOS DEPORTISTAS ANTES Y
DESPUES DEL PARTIDO DE COMPETICION EN LAS DIFERENTES DISCIPLINAS.

En la figura 74 podemos observar como se mantienen los mismos
niveles de Tnl antes y después del partido de competicién, en las dos
disciplinas diferentes (balonmano y rugby), siendo mas altos los niveles de LDH
en el suero de los jugadores de balonmano, con respecto al grupo de jugadores
de balonmano. También podemos observar en la grafica como el grupo de

jugadores de balonmano parten de unos niveles basales de LDH un poco mas
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altos que los del otro grupo, manteniéndose esto niveles tras la practica del

partido.
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FIGURA 75. NIVELES MEDIOS DE Tnl ANTES Y DESPUES DEL PARTIDO DE COMPETICION EN
LAS DOS MODALIDADES DEPORTIVAS ANALIZADAS.

En la figura 75 podemos ver representados los valores medios de Tnl en

cada momento de estudio y en las dos disciplinas deportivas analizadas.

3.5. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE TnT.

En la tabla 46 se observa la liberacion de TnT detectada en suero antes
y después de un partido de alta competicién de los diferentes subgrupos de
estudio (balonmano y rugby). En el subgrupo 1 (balonmano), formado por 13
deportistas, la concentracion media de TnT antes del partido fue de 0,0032
ng/mL y después del partido de 0,036 ng/mL, con una desviacion tipica de
0,008 antes de partido y de 0,01 después del partido.

MATZDIEN DESVIACION TIPICA
TnT Pre Post Pre Post
Balonmano (SUB.1) | 0,0032 [ 0,0369 | 0,008 0,0103
Rugby (SUB.2) 0,0032 | 0,067 | 0,008 0,0038

TABLA 46. CUADRO RESUMEN DE LOS VALORES MEDIOS Y DESVIACION TiPICA DE TnT EN LOS
DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.

En el subgrupo 2 (rugby), formado por 10 deportistas, la cantidad media
de TnT detectada en suero antes del partido fue de 0,003 ng/mL y de 0,006
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ng/mL después del partido, con una desviacion tipica de 0,008 antes del partido
y de 0,010 después del partido (Tabla 46).

En la figura 76 podemos observar como ascienden los niveles de TnT
después del partido de competicion, en las dos disciplinas diferentes
(balonmano y rugby), siendo mas altos los niveles de TnT en el suero de los
jugadores de balonmano tras el partido, con respecto al grupo de jugadores de
rugby. También podemos observar en la grafica como los dos grupos de

jugadores parten de unos niveles basales de TnT muy similares.
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FIGURA 76. GRAFICA DE VALORES DE TnT DETECTADOS EN LOS DEPORTISTAS ANTES Y
DESPUES DEL PARTIDO DE COMPETICION EN LAS DIFERENTES DISCIPLINAS.
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FIGURA 77. NIVELES MEDIOS DE TnT ANTES Y DESPUES DEL PARTIDO DE COMPETICION EN
LAS DOS MODALIDADES DEPORTIVAS ANALIZADAS.
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En la figura 77 podemos ver representados los valores medios de TnT

en cada momento de estudio y en las dos disciplinas deportivas analizadas.

3.6. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE ALFA-ACTINA.

En la tabla 47 se observa la liberacion de a-actina detectada en suero
antes y después de un partido de alta competicidon de los diferentes subgrupos
de estudio (balonmano y rugby). En el subgrupo 1 (balonmano), formado por
13 deportistas, la concentracion media de a-actina antes del partido fue de
7,169 ugr/ml y después del partido de 26,47 ugr/ml con una desviacion tipica
de 5,64 antes de partido y de 9,72 después del partido.

MEDIAS
DESVIACION TIPICA
Pre Post Pre Post
ALFA ACTINA
Balonmano (SUB.1) 7,1692 26,47 5,6406 9,7299
Rugby (SUB.2) 1,247 20,04 0,9952 5,5243

TABLA 47. CUADRO RESUMEN DE LOS VALORES MEDIOS Y DESVIACION TiPICA DE ACTINA EN
LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO.

En el subgrupo 2 (rugby), formado por 10 deportistas, la cantidad media
de a-actina detectada en suero antes del partido fue de 1,24 pgr/ml y de 20,04
pgr/ml después del partido, con una desviacion tipica de 0,99 antes del partido
y de 5,52 después del partido (Tabla 47).

En la figura 78 podemos observar como ascienden los niveles de a-
actina después del partido de competicion, en las dos disciplinas diferentes
(balonmano y rugby), siendo mas altos los niveles de a-actina en el suero de
los jugadores de balonmano tras el partido, con respecto al grupo de jugadores
de rugby. También podemos observar en la grafica como los dos grupos de
jugadores parten de unos niveles basales de a-actina muy similares siendo

mas alto los niveles del grupo de jugadores de balonmano.
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FIGURA 78. GRAFICA DE VALORES DE ACTINA DETECTADOS EN LOS DEPORTISTAS ANTES Y
DESPUES DEL PARTIDO DE COMPETICION EN LAS DIFERENTES DISCIPLINAS.
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FIGURA 79. NIVELES MEDIOS DE ACTINA ANTES Y DESPUES DEL PARTIDO DE COMPETICION
EN LAS DOS MODALIDADES DEPORTIVAS ANALIZADAS.

En la figura 79 podemos ver representados los valores medios de actina

en cada momento de estudio y en las dos disciplinas deportivas analizadas.

A
e o i S
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a-Actin
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FIGURA 80. A. DETERMINACION POR INMUNOBLOTING DE LOS NIVELES DE A-ACTINA EN EL
SUBGRUPO 1 ANTES (A) Y DEPUES (B) DE UN PARTIDO DE ALTA COMPETI.
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En la figura 80 el primer gel representa los niveles de a-actina en suero
de los sujetos del Subgrupo 1 antes del partido (deportistas de balonmano),
con una banda al nivel de 43 kDa. El numero 1 se corresponde con el control
positivo (80 ng/ul de actina pura) y del numero 2 al 9 a los niveles de a-actina
en suero de deportistas en reposo de balonmano. El segundo gel de la figura
74 representa los niveles de a-actina suero de los mismos deportistas depuse
del partido de alta competicion. El numero 1 se corresponde con el control
positivo (80 ng/ul de actina pura) y del numero 2 al 9 a los niveles de a-actina

en suero de dichos deportistas.

3.7. ANALASIS INFERENCIAL DEL TERCER ESTUDIO.

En la tabla 48 observamos el efecto de cada VI por separado (mom y
grupo) y su interaccion (mom * grupo) sobre los vectores de VD (todas las VD
consideradas globalmente). En la tabla 48 vemos claramente que todo es

significativo (p< 0.001). Elegiriamos la Traza de Pillai por ser el estadistico mas

estricto ya que alguna variable incumple algun supuesto.

Gl de Eta al | Potenci

la cuadra a
hipétes | Gldel | Signific do observ
Efecto Valor F is error acion parcial | ada(a)
En_tre grupo Traza de Pillai ,903 24,864(b) | 6,000 | 16,000 ,000 ,903 | 1,000
zujem Lambda de Wilks 097 | 24.864(b) | 6,000 | 16,000  ,000| ,903 | 1,000
Traza de Hotelling 9,324 24,864(b) | 6,000 | 16,000 ,000 ,903 | 1,000
Raiz mayor de Roy 9,324 24,864(b) | 6,000 | 16,000 ,000 903 | 1,000
Intra-  mom Traza de Pillai ,962 68,085(b) | 6,000 | 16,000 ,000 ,962 | 1,000
:”’em Lambda de Wilks 038 | 68,085(b) | 6,000 16,000 | ,000| ,962 | 1,000
Traza de Hotelling 25,532 68,085(b) | 6,000 | 16,000 ,000 ,962 | 1,000
Raiz mayor de Roy 25,532 68,085(b) | 6,000 | 16,000 ,000 ,962 | 1,000
mom * Traza de Pillai ,852 15,390(b) | 6,000 | 16,000 ,000 852 | 1,000
grupo Lambda de Wilks 148 | 15390(b) | 6,000 | 16,000,000 | ,852 | 1,000
Traza de Hotelling 5,771 15,390(b) | 6,000 | 16,000 ,000 ,852 | 1,000
Raiz mayor de Roy 5771 | 15390(b) | 6,000 | 16,000 | ,000| 852 | 1,000

a Calculado con alfa = ,05
b Estadistico exacto

¢ Disefio: Intercept+grupo Disefio intra sujetos: mom

TABLA 48. CONTRASTES MULTIVARIADOS

Una vez realizado el contraste conjunto, se estudian las variables de

medidas repetidas momento, e interaccion, mom*grupo. La variable momento o
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prepost es significativa en todas las VDs excepto en Tnl. La interaccién
mom*grupo (es decir hay diferencias al aplicar conjuntamente ambas variables)
es significativa en las VDs: MIO, TNT Y LDH (Tabla 15 Apéndice).

Parametr
Suma de Eta al odeno Potencia
cuadrados Media Signific | cuadrado | centralida | observada(a
Fuente | Medida tipo 111 gl cuadratica F acion parcial d )
grupo tni ,000 1 ,000 ,865 ,363 ,040 ,865 ,144
mio 76614,866 1 76614,866 13,913 ,001 ,399 13,913 ,945
tnt ,003 1 ,003 104,025 ,000 ,832 104,025 1,000
act 431,063 1 431,063 9,308 ,006 ,307 9,308 ,829
ck 23820,105 1 23820,105 ,601 447 ,028 ,601 115
Idh 48180,046 1| 48180,046 14,695 ,001 412 14,695 ,955
Error tni ,003 21 ,000
mio 115641,072 21 5506,718
tnt ,001 21 2,861E-05
act 972,485 21 46,309
ck 832190,635 21 39628,125
Idh 68853,954 | 21 3278,760

a Calculado con alfa =,05
TABLA 49. PRUEBAS DE LOS EFECTOS INTER-SUJETOS

En la tabla 49. Se observa que solo tienen efecto el factor o VI grupo
sobre las VDs: MIO, TNT, ACT, y LDH, esto quiere decir que todas estas
variables son estadisticamente significativas (p< 0.001), no lo siendo la Tnl y la
CK.

4. ESTUDIO 4. ANALISIS ESTADISTICO DEL GRUPO DE JUGADORES DE
BALONMANO (SUBGRUPO 1), TRAS LA REALIZACION DE UN TEST DE

ESFUERZO MAXIMO.

Los resultados reflejados a continuacion representan los valores de los
diferentes marcadores en condiciones basales y tras un esfuerzo fisico, siendo
en este caso la realizacién de un test de esfuerzo en tapiz rodante, esto es, la
determinacién en suero de las variables con los sujetos del grupo de jugadores
de balonmano (subgrupo 1) en reposo, tras la realizacion de un test de
esfuerzo en tapiz rodante, a la hora de la realizacion del test y justo a las 24

horas de haber realizado dicho test de esfuerzo.
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4.1. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE MIOGLOBINA .

En la tabla 50 se observa la liberacion de mioglobina detectada en suero
antes, después, una hora y 24 horas después del un test de esfuerzo maximo
en tapiz rodante del grupo de estudio (jugadores de balonmano). En el la
primera toma realizada antes del test de esfuerzo, la concentracién media de
mioglobina fue de 41,8333 ng/mL, la realizada después del test de 56,3 ng/mL,
en la tercera toma, realizada a la hora de haber terminado el test se detecto
una concentraciéon media de mioglobina de 83,25 ng/mL y en la ultima toma
realizada a las 24 horas se detectd unos niveles de 78,688 ng/mL de

mioglobina en suero de los deportistas analizados.

TEST DE ESFUERZO EN TAPIZ RODANTE
MIOGLOBINA = S TDESPUES | 1 HORA | 24 HORAS
( ng/mL) u
MEDIAS 418333 | 563 | 83,2556 | 78,6889
DESVIACION TIPICA | 14386 | 19936 | 35216 | 23,668

TABLA 50. CUADRO RESUMEN DE LOS VALORES MEDIOS Y DESVIACION TiPICA DE ACTINA EN
LOS DIFERENTES MOMENTOS DE ESTUDIO.
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FIGURA 81. DIAGRAMA DE CAJAS DE LOS NIVELES DE MIOGLOBINA EN LOS DIFERENTES
MOMENTOS.
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En la figura 81 se observa como los niveles de mioglobina en suero van
ascendiendo de una toma a otra, siendo la primera toma donde encontramos
los niveles mas bajos de mioglobina. Aunque podemos ver reflejado como los

valores de mioglobina se igualan practicamente en las dos ultimas tomas.

MIOGLOBINA TEST DE ESFUERZO

100

80

60

40

20

ANTES DESPUES 1HORA 24 HORAS

FIGURA 82. NIVELES MEDIOS DE MIOGLOBINA ANTES, DESPUES, 1 HORA Y 24 HORAS DEPUES
DEL TEST DE ESFUERZO.

En la figura 82 podemos ver representados los valores medios de

mioglobina y su evolucién a lo largo del estudio realizado.

4.2, RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE CREATINA
FOSFOQUINASA.

En la tabla 51 se observa la liberacién de CPK actividad detectada en
suero antes, después, una hora y 24 horas después del un test de esfuerzo
maximo en tapiz rodante del grupo de estudio (jugadores de balonmano). En la
primera toma realizada antes del test de esfuerzo, la concentraciéon media de
CPK actividad fue de 378,55 UI/L, la realizada después del test de 437,3 UI/L,
en la tercera toma, realizada a la hora de haber terminado el test se detecto
una concentracion media de CPK de 424 Ul/L y en la ultima toma realizada a
las 24 horas se detectd unos niveles de 360,4 UlI/L de CPK en suero de los

deportistas analizados.
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TEST DE ESFUERZO EN TAPIZ RODANTE
CK UI/L ANTES |DESPUES | 1 HORA | 24 HORAS
MEDIAS 378,5556 | 437,3333 424 360,4444
DESVIACION TIPICA 149,55 170,52 160,96 115,42

TABLA 51. CUADRO RESUMEN DE LOS VALORES MEDIOS Y DESVIACION TiPICA DE CPK EN

LOS DIFERENTES MOMENTOS DE ESTUDIO
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FIGURA 83. DIAGRAMA DE CAJAS DE LOS NIVELES DE CK EN LOS DIFERENTES MOMENTOS.

En la figura 83 se observa como los niveles de CK en suero se elevan en
la segunda toma con respecto a la primera, empezando a descender los
niveles de CK en suero ya a partir de la tercera toma, a la hora de haber

finalizado el test de esfuerzo. Quedandose en la ultima toma (24 horas

T T
CcK1 CK2

T
CK3

T
CK4

después) los niveles de CK mas bajos que en el primer analisis.
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FIGURA 84. NIVELES MEDIOS DE CPK ANTES, DESPUES, 1 HORA Y 24 HORAS DEPUES DEL

TEST DE ESFUERZO.

-171 -




Antonio Martinez Amat Resultados

En la figura 84 podemos ver representados los valores medios de CPK

y su evolucion a lo largo del estudio realizado.

4.3. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE LDH.

En la tabla 52 se observa la liberacion de LDH actividad detectada en
suero antes, después, una hora y 24 horas después del un test de esfuerzo
maximo en tapiz rodante del grupo de estudio (jugadores de balonmano). En la
primera toma realizada antes del test de esfuerzo, la concentracién media de
LDH fue de 371,1 UI/L, la realizada después del test de 400,8 UI/L, en la
tercera toma, realizada a la hora de haber terminado el test se detecto una
concentracion media de LDH de 392,4 UI/L y en la ultima toma realizada a las
24 horas se detectdé unos niveles de 393,1 UlI/L de LDH en suero de los

deportistas analizados.

TEST DE ESFUERZO EN TAPIZ RODANTE
LDH UI/L ANTES |[DESPUES]| 1 HORA | 24 HORAS
MEDIAS 371,1111 | 400,8889 | 392,4444 | 393,1111
DESVIACION TIPICA 41,88 31,31 82,48 38,55

TABLA 52. CUADRO RESUMEN DE LOS VALORES MEDIOS Y DESVIACION TiPICA DE LDH EN
LOS DIFERENTES MOMENTOS DE ESTUDIO.
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FIGURA 85. DIAGRAMA DE CAJAS DE LOS NIVELES DE LDH EN LOS DIFERENTES MOMENTOS.
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En la figura 85 se observa como los niveles de LDH en suero se elevan
en la segunda toma con respecto a la primera, empezando a descender los
niveles de LDH en suero ya a partir de la tercera toma, a la hora de haber
finalizado el test de esfuerzo. Finalmente vemos comos los niveles de LDH
asciende en la ultima toma realizada a las 24 horas con respecto a la primera
toma pero teniendo un nivel muy parecido a a la tercera toma que se realiz6 a

la hora de haber finalizado el test de esfuerzo.

LDH TEST DE ESFUERZO
410+
400+
390
380
370
360
350 \ ‘ ‘ ‘
ANTES DESPUES 1 HORA 24 HORAS

FIGURA 86. NIVELES MEDIOS DE LDH ANTES, DESPUES, 1 HORA Y 24 HORAS DEPUES DEL
TEST DE ESFUERZO.

En la figura 86 podemos ver representados los valores medios de LDH y

su evolucién a lo largo del estudio realizado.

4.4. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE Tnl.

En la tabla 53 se observa la liberacién de Tnl detectada en suero antes,
después, una hora y 24 horas después del un test de esfuerzo maximo en tapiz
rodante del grupo de estudio (jugadores de balonmano). En la primera toma
realizada antes del test de esfuerzo, la concentracion media de Tnl fue de
0,016 ng/mL, la realizada después del test de 0,016 ng/mL, en la tercera toma,
realizada a la hora de haber terminado el test se detecto una concentracién
media de Tnl de 0,015 ng/mL y en la ultima toma realizada a las 24 horas se
detectd unos niveles de 0,013 ng/mL de Tnl en suero de los deportistas

analizados.
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TEST DE ESFUERZO EN TAPIZ RODANTE

ANTES |DESPUES | 1 HORA | 24 HORAS
Tnl ng/mL
MEDIAS 0,01666 0,01666 0,01560 0,01330
DESVIACION TIPICA 0,0070 0,005 0,0052 0,005

TABLA 53. CUADRO RESUMEN DE LOS VALORES MEDIOS Y DESVIACION TiPICA DE Tnl EN LOS
DIFERENTES MOMENTOS DE ESTUDIO.

0,03+ -T—
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0,015+
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FIGURA 87. DIAGRAMA DE CAJAS DE LOS NIVELES DE Tnl EN LOS DIFERENTES MOMENTOS.

En la figura 87 se observa como los niveles de Tnl en suero se
mantienen constantes durante las diferentes tomas realizadas, no variando
practicamente nada sus medias, siendo los mismos valores detectados de Tnl
en el suero de los jugadores de balonmano, tanto antes del test como a las 24

horas de haberlo finalizado.

En la figura 88 podemos ver representados los valores medios de Tnl y

su evolucién a lo largo del estudio realizado.
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Tnl TEST DE ESFUERZO
0,02
0,015 7
0,01+ 7
0,005+ 7
0 _ ‘ ‘ ‘ ‘
ANTES DESPUES 1HORA 24 HORAS

FIGURA 88. NIVELES MEDIOS DE Tnl ANTES, DESPUES, 1 HORA Y 24 HORAS DEPUES DEL TEST
DE ESFUERZO.

4.5. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE TnT.

En la tabla 54 se observa la liberacion de TnT detectada en suero antes,
después, una hora y 24 horas después del un test de esfuerzo maximo en tapiz
rodante del grupo de estudio (jugadores de balonmano). En la primera toma
realizada antes del test de esfuerzo, la concentracion media de TnT fue de
0,001 ng/mL, la realizada después del test de 0,0388 ng/mL, en la tercera
toma, realizada a la hora de haber terminado el test se detecto una
concentracion media de TnT de 0,0389 ng/mL y en la ultima toma realizada a
las 24 horas se detect6é unos niveles de 0,0389 ng/mL de TnT en suero de los

deportistas analizados.

TEST DE ESFUERZO EN TAPIZ RODANTE

ANTES |[DESPUES| 1 HORA | 24 HORAS

TnT ng/mL
MEDIAS 0,001333 0,038889 0,0389 0,0389
DESVIACION TIPICA 0,0007 0,0105 0,0105 0,0105

TABLA 54. CUADRO RESUMEN DE LOS VALORES MEDIOS Y DESVIACION TiPICA DE TnT EN LOS
DIFERENTES MOMENTOS DE ESTUDIO.
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FIGURA 89. DIAGRAMA DE CAJAS DE LOS NIVELES DE TnT EN LOS DIFERENTES MOMENTOS.

En la figura 89 se observa como los niveles de TnT en suero se elevan
en la segunda toma con respecto a la primera, este ascenso que se produce en
la segunda toma, que se realiza justo al terminar el test de esfuerzo, se
mantiene ya en todas las demas tomas sucesivas, no variando los niveles de
TnT en suero ni en la tercera ni el la cuarta toma realizada a los deportistas a

las 24 horas de la finalizacion del test.

TnT TEST DE ESFUERZO

0,04
0,035
0,03
0,025
0,02
0,015
0,01

0005\~

ANTES DESPUES 1 HORA 24 HORAS

FIGURA 90. NIVELES MEDIOS DE TnT ANTES, DESPUES, 1 HORA Y 24 HORAS DEPUES DEL
TEST DE ESFUERZO.
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En la figura 90 podemos ver representados los valores medios de TnT y

su evolucién a lo largo del estudio realizado.

4.6. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA DETERMINACION DE ALFA ACTINA.

En la tabla 55 se observa la liberacion de a-actina detectada en suero
antes, después, una hora y 24 horas después del un test de esfuerzo maximo
en tapiz rodante del grupo de estudio (jugadores de balonmano). En la primera
toma realizada antes del test de esfuerzo, la concentracion media de a-actina
fue de 8,243 ugr/ml, la realizada después del test de 15,34 ugr/ml, en la tercera
toma, realizada a la hora de haber terminado el test se detecto una
concentracion media de a-actina de 12,13 ugr/ml y en la ultima toma realizada
a las 24 horas se detectd unos niveles de 7,7689 ugr/ml de C en suero de los

deportistas analizados.

TEST DE ESFUERZO EN TAPIZ RODANTE
ACTINA (ugr/ml) | ANTES [DESPUES| 1HORA [ 24 HORAS
MEDIAS 82433 | 153444 | 12,1356 | 17,7689

DESVIACION TIPICA 5,048 7,964 4,551 2,470

TABLA 55. CUADRO RESUMEN DE LOS VALORES MEDIOS Y DESVIACION TiPICA DE ACTINA EN
LOS DIFERENTES MOMENTOS DE ESTUDIO.
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FIGURA 91. DIAGRAMA DE CAJAS DE LOS NIVELES DE ACTINA EN LOS DIFERENTES
MOMENTOS.
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En la figura 91 se observa como los niveles de a-actina en suero se
elevan en la segunda toma con respecto a la primera. Podemos ver en la
imagen como en la segunda tomo es en donde mas se libera a-actina en el
suero de los deportistas, que en la tercera toma realizada una hora después del
esfuerzo los niveles de a-actina empiezan ya a bajar, poniendo se casi al nivel

del principio en la ultima toma que se realizé a las 24 horas del test.

ALPHA-ACTINA TEST DE ESFUERZO

16
14
12

oON b~ O

ANTES DESPUES 1HORA 24 HORAS

FIGURA 92. NIVELES MEDIOS DE ACTINA ANTES, DESPUES, 1 HORA Y 24 HORAS DEPUES DEL
TEST DE ESFUERZO.

43 kDa - S i -
a-Actin _
ANTES
43 kDa 'h - -_— [ Je— - — -
a-Actin
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.
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a-Actin
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43 kDa -
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FIGURA 93. A. DETERMINACION POR INMUNOBLOTING DE LOS NIVELES DE A-ACTINA EN LOS
DIFERENTES MOMENTOS, EN LA PRACTICA DE UN TEST DE ESFUERZO MAXIMO.
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En la figura 93 se observan los niveles de a-actina en suero de los
jugadores de balonmano en las diferentes situaciones de estudio, con una
banda al nivel de 43 kDa. Podemos ver cuatro geles correspondiéndose cada

uno a cada situacion de estudio.

4.7. RESUMEN DE LOS NIVELES DE LAS VARIABLES DENTRO DE CADA
GRUPO.

EVOLUCION TEMPORAL MARCADORES

14 | /\ —e—TnI*100
12 < —=—MO/10

10 / TnT*100
g | ;

™ —«ACT
6 —%— CK/10
4 l_é_yﬁ\ o _e_LDH/MO
2 r—— g * —e
0
Antes Después 1 hora 24 horas
Momento

FIGURA 94. EVOLUCION TEMPORAL DE LO MARCADORES UTILIZADOS EN ESTE ESTUDIO.

En la figura 94 se puede observar la liberacion de todas las variables en
relacion con los cuatro momentos de estudio. En la imagen se ve reflejado
claramente como la actina es el marcador que obtiene valores mas altos de
liberacion siendo el marcador que mas se eleva después del test de esfuerzo
(subgrupo 1).

4.8. ANALASIS INFERENCIAL DEL CUARTO ESTUDIO.

En la tabla 56 todas las variables dependientes (VD) las cuales
consideramos globalmente, observando todos los resultados significativos (p<
0.001).
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Etaal | Potenci
Efecto Gl de la cuadra a
intra- hipétesi | Gl del | Signific do observa
sujetos Valor F s error acion parcial da(a)
momento | Traza de Pillai 2,008 7,082 | 18,000 | 63,000 ,000 ,669 1,000
Lambda de Wilks ,005 16,950 | 18,000 | 54,225 ,000 832 | 1,000
Traza de Hotelling 35,634 34,9741 18,000 | 53,000 ,000 ,922 1,000
Eg;z mayor de 31,391 109’868(% 6,000| 21000 o000] 99| 1,000
a Calculado con alfa = ,05
TABLA 56. ANALISIS MULTIVARIANTE DEL EFECTO INTRA-SUJETOS.
Eta al Potenci
Suma de cuadra a
Fue | Medid cuadrados Media Signifi do observa
nte |a tipo 11 Gl cuadratica F cacion | parcial da(a)
mo | tni Esfericidad asumida 6,667E-05 3| 2,222E-05 ,842 ,484 ,095 ,205
m Greenhouse-Geisser | 6,667E-05 | 2,124 | 3,139E-05 ,842 454 ,095 174
Huynh-Feldt 6,667E-05 | 2,912 | 2,289E-05 ,842 ,482 ,095 ,202
Limite-inferior 6,667E-05 | 1,000 | 6,667E-05 ,842 ,386 ,095 ,128
mio Esfericidad asumida 10197,305 3 3399,102 13,869 ,000 ,634 1,000
Greenhouse-Geisser | 10197,305 | 1,472 6925,647 13,869 ,001 ,634 ,971
Huynh-Feldt 10197,305 | 1,724 5915,967 13,869 ,001 ,634 ,985
Limite-inferior 10197,305 | 1,000 | 10197,305 13,869 ,006 ,634 ,902
tnt Esfericidad asumida ,010 3 ,003 | 109,639 ,000 ,932 1,000
Greenhouse-Geisser 010 | 1,000 010 | 109,639 ,000 ,932 1,000
Huynh-Feldt ,010 | 1,000 010 | 109,639 ,000 ,932 1,000
Limite-inferior 010 | 1,000 010 | 109,639 ,000 ,932 1,000
act Esfericidad asumida 343,247 3 114,416 7,300 ,001 477 ,964
Greenhouse-Geisser 343,247 | 1,512 227,065 7,300 ,012 477 ,800
Huynh-Feldt 343,247 | 1,789 191,908 7,300 ,008 AT7 ,852
Limite-inferior 343,247 | 1,000 343,247 7,300 ,027 477 ,659
ck Esfericidad asumida 35948,306 3| 11982,769 10,855 ,000 ,576 ,997
Greenhouse-Geisser | 35048,306 | 1,348 | 26663,902 10,855 ,005 576 ,905
Huynh-Feldt 35948,306 | 1,523 | 23596,344 10,855 ,003 ,576 ,932
Limite-inferior 35948,306 | 1,000 | 35948,306 10,855 ,011 ,576 ,822
Idh Esfericidad asumida 4405,667 3 1468,556 ,570 ,640 ,066 ,150
Greenhouse-Geisser 4405,667 | 1,676 2629,265 ,570 ,549 ,066 ,120
Huynh-Feldt 4405,667 | 2,068 2130,100 ,570 ,582 ,066 ,130
Limite-inferior 4405,667 | 1,000 4405,667 ,570 AT72 ,066 ,103

TABLA 57. ANALISIS DE CONTRASTES UNIVARIADOS

En la tabla 57 observamos significatividad para (p< 0.001) de 4

variables dependientes VDs (MIO, TnT, ACT y CK) y no encontrando

significatividad en las variables Tnl y LDH. Por lo tanto, a continuacion vamos a

estudiar las diferencias entre esas cuatro medias (una para cada momento) y

ver entre cuales hay diferencias significativas (Tabla 58).
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Diferencia
entre medias Significaci Intervalo de confianza al 95 %
Medida (I) momento | (J) momento d1-J) Error tip. on(a) para diferencia(a)

Limite

Limite inferior superior
MIOGLOB | 1 2 -14,467(*) 5,044 ,021 26,099 2,834
3 -41,422(%) 10,634 ,005 -65,945 -16,899
4 -36,856(*) 6,553 ,000 -51,966 221,745
2 1 14,467(%) 5,044 ,021 2,834 26,099
3 -26,956(*) 9,342 ,020 -48,498 5,413
4 -22,389(*) 5,572 ,004 -35,238 9,540
3 1 41,422(%) 10,634 ,005 16,899 65,945
2 26,956(*) 9,342 ,020 5,413 48,498
4 4,567 5,196 405 7,414 16,548
4 1 36,856(*) 6,553 ,000 21,745 51,966
2 22,389(*) 5,572 ,004 9,540 35,238
3 4,567 5,196 405 -16,548 7414
TnT 1 2 -,038(*) ,004 ,000 -,046 -,029
3 -,038(%) ,004 ,000 -,046 -,029
4 -,038(%) ,004 ,000 -,046 -,029
2 1 ,038(%) ,004 ,000 ,029 ,046
3 ,000 ,000 ,000 ,000
4 ,000 ,000 ,000 ,000
3 1 ,038(%) ,004 ,000 ,029 ,046
2 ,000 ,000 ,000 ,000
4 ,000 ,000 ) ,000 ,000
4 1 ,038(%) ,004 ,000 ,029 ,046
2 ,000 ,000 ,000 ,000
3 ,000 ,000 ,000 ,000
ACT 1 2 -7,101(%) 2,758 ,033 -13,461 -741
3 -3,892(*%) 878 ,002 5,917 -1,867
4 A74 1,453 752 2,875 3,824
2 1 7,101(*) 2,758 ,033 741 13,461
3 3,209 2,106 ,166 -1,648 8,066
4 7,576(%) 2,102 ,007 2,727 12,424
3 1 3,892(*%) 878 ,002 1,867 5917
2 -3,209 2,106 ,166 -8,066 1,648
4 4,367(*) 1,246 ,008 1,494 7,240
4 1 -474 1,453 752 3,824 2,875
2 -7,576(%) 2,102 ,007 -12,424 2,727
3 -4367(*%) 1,246 ,008 -7,240 -1,494
ck 1 2 -58,778(*) 10,744 ,001 -83,554 -34,002
3 -45,444(%) 8,743 ,001 -65,607 -25,282
4 18,111 16,981 317 -21,047 57,269
2 1 58,778(*) 10,744 ,001 34,002 83,554
3 13,333 6,677 ,081 2,064 28,731
4 76,889(*) 23,226 011 23,329 130,449
3 1 45 444(%) 8,743 ,001 25,282 65,607
2 -13,333 6,677 ,081 228,731 2,064
4 63,556(*) 20,187 ,014 17,003 110,108
4 1 -18,111 16,981 317 -57,269 21,047
2 -76,889(*) 23,226 011 -130,449 -23,329
3 -63,556(*) 20,187 ,014 -110,108 -17,003

TABLA 58. ANALISIS DE COMPARACIONES POR PARES

- 181 -




Antonio Martinez Amat Resultados

Realizamos las comparaciones por pares de cada variable dependiente
para cada momento, y observamos que hay diferencias significativas (p<
0.001) en tres VDs (MIO, ACT y CK). La diferencia de las medias es
significativa al nivel 0,05 (Tabla 58).

En la tabla 58 observamos la siguiente significatividad de las variables
entre los diferentes momentos de estudio. En la VD Mioglobina observamos
como la primera toma es menor que la segunda y la segunda a su vez menor
que la tercera y siendo la tercera igual que la cuarta (Mom1<Mom2

<Mom3=Mom4). Crece desde el momento 1 hasta el 3 y luego se estabiliza

En la variable dependiente TnT, observamos que existe un problema
con esta variable, es que no hay variabilidad entre los distintos sujetos. En la
variable Actina, observamos que tiene significatividad (p< 0.001) en el analisis
de comparaciones, viendo como la primera toma es menor que la segunda y la
segunda igual que la tercera vy siendo la cuarta menor que la tercera y esta
siendo igual que la primera (Mom1<Mom2 =Mom3>Mom4=Mom1). En
resumen, crece la variable del momento 1 al 2 se estabiliza e el momento 3 y

baja a niveles iniciales en el momento 4 (Tabla 58).

En la variable dependiente CK, observamos que tiene significatividad (p<
0.001) en el analisis de comparaciones, viendo como crece la variable del
momento 1 al 2, se estabiliza en el momento 3 y finalmente baja a niveles
iniciales en el momento 4, igual que la variable dependiente ACT
(Mom1<Mom2 =Mom3>Mom4=Mom1) (Tabla 58).

En el resto de variables no encontramos diferencias significativas a

través de los diferentes momentos de estudio.

Finalmente ademas del analisis de las comparaciones hemos realizado
lo que se denomina un analisis de tendencias. Se realiza porque podemos ver
la evolucion de cada marcador a través del tiempo. Se contrasta cada

evolucion en los cuatro momentos con una funcién lineal (una Recta), una
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funcién cuadratica (una campana o la inversa), o una funcién cubica (si los

datos crecieran-decrecieran-crecieran) (Tabla 18, Apéndice)

5. APENDICE

ESTUDIO 1.

Correlaciones:

N=134 Tnl MIO TnT ACT CK LDH
Tnl Pearson 1| ,282(**) | ,209(*) ,279(*%) 124 157
Sig. (bilateral) ,001 ,016 ,001 ,154 ,070
MIO Pearson 1] ,531(*%) ,598(**) ,512(**) | ,406(**)
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000
TnT Pearson 1 ,307(**) ,152 ,164
Sig. (bilateral) ,000 ,080 ,059
ACT Pearson 1 ,511(%%) | ,729(*)
Sig. (bilateral) ,000 ,000
CK Pearson 1| ,432(*)
Sig. (bilateral) ,000
LDH Pearson 1
Sig. (bilateral)

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

TABLA 1. CORRELACIONES EXISTENTES ENTRE LAS VARIABLES DE ESTUDIO.

Supuestos del analisis para un MANOVA:

Tnl MIO TnT ACT CK LDH

N 134 134 134 134 134 134

Par. Media 02264 1 549 0004 | 023119 | 12284 | 6357761 | 2984328
normales(a,b) 9 8

DT

,02040 | 570,8346 | ,0532970 15’84; 1349'46; 206,1176

Dif mas extremas  Absoluta 246 378 ,352 243 ,323 113

Positiva 246 ,378 ,352 ,243 ,304 113

Negativa - 171 -,335 -,332 -,219 -,323 -,082

Z de Kolmogorov-Smirnov 2,844 4,378 4,071 2,817 3,736 1,308

Sig. asintot. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,065

TABLA 2. NORMALIDAD DE LAS VARIABLES: PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV PARA UNA
MUESTRA
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F gl gl2 Significacion
Tnl 10,013 3 130 ,000
MIO 40,351 3 130 ,000
TnT 13,851 3 130 ,000
ACT 27,749 3 130 ,000
CK 28,586 3 130 ,000
LDH 34,623 3 130 ,000

TABLA 3.CONTRASTE DE LEVENE SIGNIFICATIVO PARA TODAS LAS VARIABLES (MAYOR DE
0.0001)

ESTUDIO 2.

Correlaciones:

N=43 | Tnl MIO TnT ACT CK LDH
Tnl Pearson 1 =177 -,013 -,068 -,078 ,000
Sig. (bilateral) ,255 ,936 ,663 ,618 ,999
MIO Pearson 1 ,188 -,102 ,132 -,209
Sig. (bilateral) 227 ,513 ,400 179
TnT Pearson 1| -303(%) | -314(*) | -551(**)
Sig. (bilateral) ,048 ,041 ,000
ACT Pearson 1 ,342(%) ,276
Sig. (bilateral) ,025 ,073
CK Pearson 1| ,468(*)
Sig. (bilateral) ,002
LDH Pearson 1
Sig. (bilateral)

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacién es significante al nivel 0,05 (bilateral).

TABLA 4. CORRELACIONES EXISTENTES ENTRE LAS VARIABLES DE ESTUDIO.

Supuestos del analisis para un MANOVA:

Tnl MIO TnT ACT CK LDH

N 43 43 43 43 43 43
Parametros Media ,017674 | 41,165116 | ,008047 | 3,87023 242,976 | 298,465116
normales(a,b) DT ,0084 14,7367 ,0102 | 5,1473 | 129,7788 79,1741
Diferencias mas  Absoluta ,261 ,134 ,336 ,230 ,165 ,179
extremas Positiva ,261 ,134 ,336 227 ,165 ,104

Negativa -,181 -,073 -,246 -,230 -,065 179
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,713 ,877 2,201 1,505 1,080 1,174
Sig. asintot. (bilateral) ,006 425 ,000 ,022 ,194 127

TABLA 5. NORMALIDAD DE LAS VARIABLES: PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV PARA UNA
MUESTRA
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F gl gl2 Significacion
Tnl ,529 2 40 ,593
MIO 4,196 2 40 ,022
TnT 3,077 2 40 ,057
ACT 13,922 2 40 ,000
CK 1,336 2 40 274
LDH 8,536 2 40 ,001

TABLA 6.CONTRASTE DE LEVENE SIGNIFICATIVO PARA TODAS LAS VARIABLES (MAYOR DE
0.0001)

U de Mann-Whitney para comparaciones por pares.

1-2) Balonmano-Rugby. Estadisticos de contraste (b)

Tnl MIO TnT ACT CK LDH

U de Mann-Whitney 68,000 54,500 78,000 17,000 31,000 66,000
W de Wilcoxon 123,000 | 109,500 133,000 72,000 86,000 | 202,000
z 689 1,345 -190 -3,320 -2,583 738
Sig. asintot. (bilateral) ,491 179 ,849 ,001 ,010 ,460
Sﬂaf:;c&? [2(Sig. 551(a) 182(a) ,938(a) ,000(a) ,009(a) 484(a)

a No corregidos para los empates.
b Variable de agrupacion: GR

TABLA 7. ESTADISTICO DE CONTRASTE DE LAS VARIABLES ENTRE LOS GRUPO BALONMANO
Y RUGBY.

1-3) Balonmano-Individual. Estadisticos de contraste (b)

Tnl MIO TnT ACT CK LDH

U de Mann-Whitney 134,000 | 121,000 | 31500 | 27,000 | 19,000 20,000
W de Wilcoxon 270,000 | 257,000 | 167,500 180,000 | 172,000 |  173.000
z -078 541 4033 -3.927 4215 4179
Sig. asintot. (bilateral) ,938 ,589 ,000 ,000 ,000 ,000
Sig. f;‘;‘f;f‘ [2*(Sig. 958(a) | 606(a)| ,000(a)|  ,000@)| ,000(a)| ,000(a)

a No corregidos para los empates.
b Variable de agrupacion: GR

TABLA 8. ESTADISTICO DE CONTRASTE DE LAS VARIABLES ENTRE LOS GRUPO BALONMANO
Y DEPORT. INDIVID.

(2-3) Rugby-Individual. Estadisticos de contraste(b)

Tnl MIO TnT ACT CK LDH

U de Mann-Whitney 71,000 | 54500 | 17,000 | 49,000 | 25,000 | 13,500
W de Wilcoxon 126,000 | 109,500 | 72,000 202,000 | 178,000 | 166,500
z .762|  -1532| 3589  -1.808 |  -3013|  -3592
Sig. asintét. (bilateral) 446 126 000 071 003 000
Sr'ﬁ’lé f;‘;‘;';]a [2*(Sig- 505(@a) | 127(a)| ,000(a)  .074(a)| .,002(a)  ,000(a)

a No corregidos para los empates.
b Variable de agrupacion: GR

TABLA 9. ESTADISTICO DE CONTRASTE DE LAS VARIABLES ENTRE LOS GRUPO RUGBY Y
DEPORT. INDIV.
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Correlaciones:

MIO TNT ACT CK LDH TNI MIO2 TNT2 ACT2 CK2 LDH2
2

TNI | Pearson 028 -,189 063 ,118 ,097  -039 133 ,169 ,148 ,066 -,058
Sig. ,899 ,388 774 ,592 ,660 ,861 ,547 ,441 ,502 ,763 ,792
(bilateral)

MIO Pearson 1 322 -,123 647* ,359 181,267 ,044 -184  698* ,182

* *
Sig. 134 575 ,001 ,093 408 217 ,843 ,399 ,000 ,406
(bilateral)
TNT Pearson 1 -146  ,758* ,232 ,188  ,087 -,048 -,049  [752% ,060
* *
Sig. ,506 ,000 ,286 391,691 ,829 ,823 ,000 ,785
(bilateral)
ACT Pearson 1 5,135 =274 - 138 - ,694%% ,292 -,286  -,452%
,436(
)
Sig. ,539 ,206 ,530  ,037 ,000 177 ,186 ,030
(bilateral)
CK Pearson 1 ,A422% 249 124 ,106 ,018  ,929% ,022
*
Sig. ,045 252 572 ,631 937 ,000 919
(bilateral)
LDH Pearson 1 ,006 407 -,339 -188  ,510*%  ,702*
*
Sig. 977,054 ,114 ,390 ,013 ,000
(bilateral)

TNI2 | Pearson 1,175 087 -,025 311 -,052
Sig. 424 ,692 ,909 ,148 ,814
(bilateral)

MIO Pearson 1 -,568%*  -445% 413 ,681%*

*

Sig. ,005 ,033 ,050 ,000
(bilateral)

TNT2 Pearson 1 ,289 -,105 -

,687%

%

Sig. ,181 ,635 ,000
(bilateral)

ACT2 | Pearson 1 -108  -292
Sig. ,624 ,176
(bilateral)

CK2 | Pearson 1 322
Sig. ,134
(bilateral)

LDH2 | Pearson 1
Sig.

(bilateral)

TABLA 10. CORRELACIONES EXISTENTES ENTRE LAS VARIABLES DE ESTUDIO.
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Resultados

Supuestos del analisis para un MANOVA:

Razon de Chi-cuadrado
Efecto verosimilitud aprox. gl Significacion
Entre sujetos
,000 816,468 20 ,000
Intra-sujetos  mom
,000 691,443 20 ,000
TABLA 11. PRUEBA DE ESFERICIDAD DE BARLETT(A)
TNI MIOGL TNT ACTINA CK LDH
N
23 23 23 23 23 23
Media
,017826 34,6173 ,002261 4,594348 | 276,7826 337,1304
Parametros DT
normales(a,b)
,00902 | 10,55102 ,00604 5,17401 125,4504 33,64832
Diferencias mas  Absoluta
extremas ,285 ,094 ,539 ,229 ,178 ,149
Positiva
,285 ,094 ,539 ,229 178 ,149
Negativa
-,193 -,072 -,417 -,199 -,149 -,081
Z de Kolmogorov-Smirnov
1,369 ,452 2,585 1,098 ,855 ,715
Sig. asintét. (bilateral)
,047 ,987 ,000 179 ,458 ,686

TABLA 12. SUPUESTO DE NORMALIDAD: PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV PARA UNA
MUESTRA. ANTES DEL PARTIDO.
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TNI2 MIOGLOB2 | TNT2 ACT2 CK2 LDH2
N 23 23 23 23 23 23
Media
017826 | 230,239130 | ,023783 | 23,6782 | 401,6086 | 440,8695
Parametros DT
normales(a,b)
0141282 128,9902 | 0172810 | 8,64517 | 158,4908 | 76,69734
Diferencias Absoluta
s oxtromas 319 154 182 145 189 159
Positiva 319 154 182 144 189 159
Negativa -,290 111 174 -145 - 131 -,096
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,529 739 873 694 1906 761
Sig. asintét. (bilateral) 019 646 431 721 385 609

TABLA 13. SUPUESTO DE NORMALIDAD: PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV PARA UNA
MUESTRA. DESPUES DEL PARTIDO.

F gl1 gl2 Significacion
TNI 002 21 964
TNI2 120 21 732
MIO1 3.495 21 076
Mio2 4,747 21 041
TNT1 3,622 21 071
TNT2 9,520 21 006
ACT1 13,663 21 001
ACT2 1903 21 353
CK1 1,994 21 173
CK2 826 21 374
LDH1 453 21 508
LDH2 1,951 21 77

TABLA 14. CONTRASTE DE LEVENE SOBRE LA IGUALDAD DE LAS VARIANZAS ERROR(A)
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Contrastes univariados Para la VI intrasujeto (momento) y para la interaccion

Suma de Eta al Potencia

Fuent | Medid cuadrados tipo Significaci cuadrado observada
e a Il gl Media cuadratica F on parcial (a)

mom tni Esfericidad asumida ,000 1 ,000 ,000 1,000 ,000 ,050

Greenhouse-Geisser ,000 | 1,000 ,000 ,000 1,000 ,000 ,050

Huynh-Feldt ,000 | 1,000 ,000 ,000 1,000 ,000 ,050

Limite-inferior ,000 | 1,000 ,000 ,000 1,000 ,000 ,050

mio Esfericidad asumida 481805,829 1 481805,829 102,883 ,000 ,830 1,000

Greenhouse-Geisser 481805,829 | 1,000 481805,829 102,883 ,000 ,830 1,000

Huynh-Feldt 481805,829 | 1,000 481805,829 102,883 ,000 ,830 1,000

Limite-inferior 481805,829 | 1,000 481805,829 102,883 ,000 ,830 1,000

tnt Esfericidad asumida ,004 1 ,004 58,197 ,000 735 1,000

Greenhouse-Geisser ,004 | 1,000 ,004 58,197 ,000 735 1,000

Huynh-Feldt ,004 | 1,000 ,004 58,197 ,000 735 1,000

Limite-inferior ,004 | 1,000 ,004 58,197 ,000 735 1,000

act Esfericidad asumida 4102,774 1 4102,774 103,938 ,000 ,832 1,000

Greenhouse-Geisser 4102,774 | 1,000 4102,774 103,938 ,000 ,832 1,000

Huynh-Feldt 4102,774 | 1,000 4102,774 103,938 ,000 ,832 1,000

Limite-inferior 4102,774 | 1,000 4102,774 103,938 ,000 ,832 1,000

ck Esfericidad asumida 186336,315 1 186336,315 113,704 ,000 ,844 1,000

Greenhouse-Geisser 186336,315 | 1,000 186336,315 113,704 ,000 844 1,000

Huynh-Feldt 186336,315 | 1,000 186336,315 113,704 ,000 844 1,000

Limite-inferior 186336,315 | 1,000 186336,315 113,704 ,000 844 1,000

Idh Esfericidad asumida 134724,324 1 134724,324 159,866 ,000 ,884 1,000

Greenhouse-Geisser 134724,324 | 1,000 134724,324 159,866 ,000 ,884 1,000

Huynh-Feldt 134724,324 | 1,000 134724,324 159,866 ,000 ,884 1,000

Limite-inferior 134724,324 | 1,000 134724,324 159,866 ,000 ,884 1,000

mom tni Esfericidad asumida ,000 1 ,000 ,000 1,000 ,000 ,050

;rupo Greenhouse-Geisser ,000 | 1,000 ,000 ,000 1,000 ,000 ,050

Huynh-Feldt ,000 | 1,000 ,000 ,000 1,000 ,000 ,050
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mio

tnt

act

ck

Idh

Limite-inferior
Esfericidad asumida
Greenhouse-Geisser
Huynh-Feldt
Limite-inferior
Esfericidad asumida
Greenhouse-Geisser
Huynh-Feldt
Limite-inferior
Esfericidad asumida
Greenhouse-Geisser
Huynh-Feldt
Limite-inferior
Esfericidad asumida
Greenhouse-Geisser
Huynh-Feldt
Limite-inferior
Esfericidad asumida
Greenhouse-Geisser
Huynh-Feldt
Limite-inferior

,000
77895,862
77895,862
77895,862
77895,862

,002

,002

,002

,002

7123

723

723

723

8432,141
8432,141
8432,141
8432,141
19591,802
19591,802
19591,802
19591,802

1,000

1
1,000
1,000
1,000

1
1,000
1,000
1,000

1
1,000
1,000
1,000

1
1,000
1,000
1,000

1
1,000
1,000
1,000

,000
77895,862
77895,862
77895,862
77895,862

,002

,002

,002

,002

123

123

723

723

8432,141
8432,141
8432,141
8432,141
19591,802
19591,802
19591,802
19591,802

,000
16,634
16,634
16,634
16,634
29,387
29,387
29,387
29,387

,018

,018

,018

,018

5,145
5,145
5,145
5,145
23,248
23,248
23,248
23,248

1,000
,001
,001
,001
,001
,000
,000
,000
,000
,894
,894
,894
,894
,034
,034
,034
,034
,000
,000
,000
,000

,000
442
442
442
442
583
583
583
583
,001
,001
,001
,001
197
197
197
197
525
525
525
525

,050
973
973
973
973
,999
,999
,999
,999
,052
,052
,052
,052
,581
,581
,581
,581
,996
,996
,996
,996

a Calculado con alfa = ,05

TABLA 15. EFECTO DE CADA VI Y DE LA INTERACCION POR SEPARADO PARA CADA VD.
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ESTUDIO 4.
Supuestos del andlisis para un MANOVA:
Razén de Chi-cuadrado
Efecto verosimilitud aprox. gl Significacion
Entre sujetos ,000 272,969 20 ,000
Intra-sujetos momento .000 823,700 20 ,000
TABLA 16. PRUEBA DE ESFERICIDAD DE BARLETT
Chi-
W de cuadrado Signific
' _ Mauchly aprox. gl acion Epsilon(a)
Efecto intra-sujetos Greenhouse- Huynh- Limite-
Geisser Feldt inferior
momento tni 514 4,478 5 487 708 ,971 333
mio ,146 12,951 5 ,025 491 575 ,333
tnt ,000 ) 5 ) ,333 ,333 ,333
act 111 14,760 5 ,012 ,504 ,596 ,333
ck ,107 15,025 5 ,011 449 ,508 ,333
Idh ,202 10,736 5 ,059 ,559 ,689 ,333
TABLA 17. PRUEBA DE ESFERICIDAD DE MAUCHLY (B)
Pruebas de contrastes intra-sujetos
Eta al Parametr | Potenci
Suma de Media cuadra o de no a
Fuent | Medid | moment | cuadrad cuadrati Significa do centralida | observa
e a 0 os tipo lll | gl ca F cion parcial d da(a)
mio | Lineal 8510’52 1 8510’52 25 257 001 759 | 25257 992
S;Jadra“ 815,102 | 1| 815,102 | 5,458 ,048 406 5,458 537
Cubico 871,640 | 1] 871,640 | 3,501 ,008 ,304 3,501 ,378
tnt Lineal 006 | 1 006 109'63 o000| 932]| 100639 1,000
g;‘adra“ 003 1 003 109'63 000 932 109639| 1,000
Cubico 001 1 001 109'63 000 932 109639| 1,000
act Lineal 9,656 | 1 9,656 | 1,862 210 ,189 1,862 226
S(;Jadrat' 295,897 | 1| 295,897 | 16,852 ,003 678 16,852 047
Cubico 37,693 1| 37,693| 1,553 ,248 ,163 1,553 ,196
ck Lineal 2060’4(5) 1 2060’4(5) 1,569 246| 164 1,569 198
Cuadrati | 336722 ;| 336722 44 559 003| 699| 18569 963
co 50 50
Cubico 215,606 | 1| 215,606 | 1,166 ,312 127 1,166 ,159

TABLA 18. ANALISIS DE CONTRASTES INTRA-SUJETO
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En la actualidad y dentro del terreno deportivo el diagnostico del dafo
muscular esquelético tiene grandes interrogantes, las cuales nos planteamos al

inciar este estudio y linea de investigacion:

La primera interrogante y de la cual se debe partir antes de iniciar
cualquier linea de investigacion fue, ¢existen marcadores fieles, fiables,
sensibles y reproductibles de las lesiones musculares? Otra interrogante que
nos planteamos fue, ¢las variaciones de estos marcadores biolégicos se
correlacionan con la gravedad de las lesiones histologicas? Y por ultimo nos
planteamos una de las interrogantes que creemos que es la mas dificil de
resolver y valorar, el aumento de estos marcadores esta asociado a un estado

de sobreentrenamiento del deportista 0 a una lesién especifica?

De estas interrogantes solo tenemos claro que el ejercicio fisico intenso
induce lesiones de las fibras musculares, de las que la gravedad depende de la
duracion del ejercicio, sus caracteristicas y de la etapa de entrenamiento en la

qgue se encuentre el deportista (Asp et al., 1996)

El predominio de las lesiones musculares en el ejercicio es muy dificil de
considerar a nivel clinico, estas lesiones estructurales cuya gravedad vy
evolucion son muy variables, se caracterizan del lo mas a menos posible por
simples dolores remanentes de las masas musculares, a veces por una
sensacion de pesadez persistente de los miembros inferiores (Ebbeling et al.,
1989). La expresion clinica de esta patologia es inespecifica y por
consiguiente, su impacto en el terreno deportivo sigue siendo muy dificil de

evaluar (Bigard et al., 2001).

A nivel histologico, se ha venido observando que tras el ejercicio fisico
se produce un edema muscular, el cual contribuye al dano de la célula
muscular (Komulainen et al.,, 1993; Peeze Binkhorst et al., 1990)
probablemente por aumento del volumen celular y como consecuencia de ello,
estiramiento y posterior ruptura de la membrana celular (Komulainen et al.,
1994). Este mismo autor encuentra, coincidiendo con otros, cambios

ultraestructurales como disrupcién de las lineas Z del sarcomero, pérdida de la
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arquitectura miofibrilar y areas subsarcolémicas ensanchadas. Otros autores
establecen que los sarcomeros estan unidos entre ellos por fibras de desmina
que enlazan los distintos discos Z ademas de entre éstos con el sarcolema,
estabilizando la membrana en el estrés mecanico y que como consecuencia del
ejercicio excéntrico hay una pérdida de estas fibras de desmina (Koh, 2002). Si
el musculo es estudiado unas horas después del ejercicio fisico, ademas del
dafio mecanico descrito anteriormente, aparecen los cambios tipicos del

proceso de inflamacion, con infiltracion leucocitaria, etc.

Durante las ultimas décadas se ha venido proponiendo que el ejercico
fisico provoca un aumento de la produccién de radicales libres por parte de los
grupos musculares ejercitados (Brady et al., 1979; Davies et al., 1982; Dillard
et al., 1978; Jackson et al., 1985; McArdle et al., 2001; McArdle et al., 1995;
McArdle et al., 1999; Sjédin et al., 1990). Que estos radicales libres estén
relacionados en la patogénesis del dafio muscular asociado al ejercicio fisico
es un hecho que no esta probado, aunque todas las hipotesis apuntan a su

vinculacion.

El indicador bioquimico mas utilizado para valorar el daiilo muscular, son
la medicion de la liberacion al plasma de las actividades plasmaticas de
enzimas especificas del musculo, como la creatina kinasa (CK) y la lactato
deshidrogenasa (LDH) se usan como marcadores de dafo del tejido muscular
(Apple et al.,1988; Jones et al.,1983; Lijnen et al.,1988; Lott, 1984). La mas
utilizada es la CK, y hay otras, aparte de las citadas anteriormente, que son
menos utilizadas como marcadores, como la GOT, la mioglobina y la anhidrasa
carbodnica lll. La liberacion de enzimas musculares en deportistas se usa para
estimar la cantidad de dafio muscular después de hacer ejercicio, basandose
en la suposicion de que la liberacion de enzimas musculares se relaciona con
la cantidad de enzimas musculares asi como la cantidad de dafo muscular
provocado por el ejercicio (Appley et al., 1988; Friden et al., 1983; Janssen et
al., 1989).

Aunque sin embargo, en la actualidad, el marcador al que mas valor se

le esta concediendo es al complejo de las troponinas, en especial a las
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isoformas cardiacas de la Troponina T e | (¢cTnT y cTnl) (Wu et al., 1999;
Bertrand et al., 2000; Van De Werf et al., 2003). Numerosos inmunoensayos
automatizados con diferentes anticuerpos monoclonales se estan
comercializando. De acuerdo con los datos publicados, se considera que
ambas troponinas tienen la misma sensibilidad y especificidad para la
deteccion de dafio miocardico y para dar informacién prondstica en el
Sindrome Coronario Agudo (SCA) (Olatidoye et al., 1998; Collinson, 1998;
Ottani et al., 1999; Bertrand et al., 2002)

En el caso de no disponer de las troponinas la mejor alternativa es como
hemos dicho anteriormente, la CK-MM masa, que aunque presenta menor
especificidad tiene demostrada su validez. El resto de marcadores como la CK
total, LDH, GOT (AST), etc. no son recomendados (Alpert et el., 2000). En los
casos en los que la precocidad en el resultado sea determinante se recomienda
usar marcadores de aparicion precoz como la CK-MM y la mioglobina que se
veran confirmados posteriormente con la elevacion de un marcador mas

especifico (troponinas).

» Estudio 1. Modificaciones de los marcadores proteicos en los

diferentes grupos de estudio.

En este estudio, el primer parametro analizado fue la mioglobina (Mb),
este fue analizado en los diferentes grupos para ver las diferencias existentes
en los niveles de dicha proteina en el suero circulante de los sujetos
estudiados. Observandose grandes diferencias en los niveles de mioglobina
entre el grupo de dafo muscular con el resto de grupos estudiados. Siendo el
nivel medio de mioglobina, en el grupo com dafo muscular, de 891,8 ng/mL
con respecto a los valores medios de los demas grupos que estaban
comprendidos entre 28,86 y 50,23 ng/ml en suero circulante. Sin duda alguna
los niveles altos de mioglobina en el grupo de traumatismo muscular se deben
al dano muscular sufrido por los sujetos de dicho grupo. Esta proteina es
considerada por varios autores como una proteina muy inespecifica, ya que se
encuentra a nivel esquelético y cardiaco, y que se libera muy tempranamente a

la sangre (Mair, 1999), segun Mair esto se puede deber a que es una proteina
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pequena (Mioglobina tiene 17 kDa frente a los 80 kDa de la CK) y que tiene
una ruta mas directa en el endotelio microvascular apareciendo asi en la
sangre mas rapidamente que las proteinas con un peso molecular mas grande
(Stephen et al., 2003). En comparacién con otras proteinas tales como la CK,
su liberacién al torrente sanguineo es mucho mas temprana, pudiendo llegar el
nivel de CK a su pico mas alto hasta 24 y 48 horas después del dafio muscular
o del ejercicio intenso (Clarkson, 1992). Newdy en diferentes trabajos nos dice
que la mioglobina en su utilizacién junto con la CK-Mb y las troponinas puede
ser un buen marcador de dafo cardiaco no siendolo como marcador de dafio

muscular esquelético (Newdy et al., 2001).

Con respecto a los demas grupos los niveles de mioglobina detectados
son valores que entran dentro de la normalidad (Clarkson et al., 2002), siendo
mas elevados los niveles de mioglobina en el grupo de deportistas lesionados,
pero no comparables a los del grupo de dafio muscular severo, esto se puede
deber a lo referido anteriormente, de al tratarse de una proteina pequefia su
liberacion es temprana y como consecuencia sus picos altos son tempranos
(Mair, 1999),

También cabe destacar como los niveles de mioglobina en el grupo de
deportistas de élite son mayores que los del grupo control, esto no lo explica
claramente Clarkson en sus diferentes trabajos y otros autores, nos afirman
que la practica de ejercicio continuada ya sea de alta intensidad o no, hace que
las proteinas musculares tales como la mioglobina (Mb) se liberen y aparezcan
en la sangre, siendo esos niveles mas altos que el de sujetos que no practican
deporte (Clarkson et al., 2002; Ebbeling et al., 1989; Nosaka et al., 1996)

En nuestro estudio hemos observado diferencias de la actividad de CK
entre el grupo de sujetos con dafno muscular con el resto de grupos analizados.
Sin embargo segun Kuipers dicha actividad no puede nunca considerarse
como marcador fiable de dafio muscular, puesto que la presencia de estas
enzimas en el plasma no representa un reflejo fiel de la amplitud y la naturaleza
de las lesiones musculares (Kuipers, 1993). ). La falta de sensibilidad vy

reproductividad de la actividad del CK conduce a considerar con mucha
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prudencia las variaciones de este parametro biolégico. No es posible evaluar el
alcance de las lesiones musculares inducidas por el ejercicio sobre la base de

las solas variaciones de este parametro (Bigard et al., 1997; Bigard, 2001).

También podemos observar como los niveles de CK en el grupo de
deportistas de élite (C) son mas altos que los del grupo de sujetos sanos (A),
siendo mas altos incluso que el del grupo de deportistas lesionados (D), esto se
puede deber a que algunas variables que influyen sobre el aumento de la
actividad enzimatica plasmatica, como los niveles de estradiol (Bar, 1990; Bar y
cols., 1988), el entrenamiento diario (Balnave et al., 1993), el sexo (Van Der
Meulen et al., 1991) o la disciplina deportiva que practique (Hortobagyi et al.,
1989, Noakes, 1987, Popovich et al., 1989).

Esos niveles altos de CK en los deportistas de elite, teniendo en cuenta
que la toma es en reposo, se puede deber, como nos dice Balnave, al
entrenamiento previo que esté llevando acabo dicho deportistas o al periodo de
la temporada en la que se encuentra el deportistas. La actividad fue expresada
en Ul/L, que es la cantidad de enzima que cataliza la transformaciéon de 1 mmol
de substrato por minuto. Estando los niveles de CK total del grupo control
dentro del intervalo de confianza de una poblacién clinicamente normal tal y

como nos indica Szasz en 1976 (Szasz et al., 1976).

Con estos reultados obtenidos, en los niveles de CK, en nuestro estudio
nunca podremos hablar especificamente de dano muscular esquelético ya que
los niveles elevados de creatinina kinasa total (CK) pueden estar asociados con
lesiones del esqueleto, corazén y cerebro. Confirmandose todo esto con,lo que
nos dice en sus trabajo Kuipers, que debido principalmente a la inespecificidad
de la CK total, nunca podremos saber exactamente a que se debe esa

elevacion de los niveles de esta enzima (Kuipers, 1993).

Refiriendonos a los niveles de LDH, podemos observar como existen
diferencias significativas (p< 0.001) entre los grupos de dafo muscular severo y
el grupo control. Y tambien existiendo diferencias entre el grupo control y los

otros dos grupos (deportistas lesionados y sanos). En nuestros resultados, que
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fueron tomados a nivel basal, vemos como los niveles en plasma de LDH del
grupo de deportistas de élite son mucho mayores que los de grupo control, esto
se puede considerar similar a lo publicado por Armstrong en 1983, los cuales
muestran un incremento de alrededor del 100 %, pasando los valores de 130
U/L a 260 U/L, de sujetos deportistas a no deportistas. Produciendose esas

diferencias en los niveles por efecto del ejercicio.

Aunque menos utilizado que la actividad CK, la actividad LDH también
se utiliza como marcador de dafio muscular (Apple et al., 1988; Jones et al.,
1983). Komulainen en diferentes trabajos realizados nos muestra la utilizacion
de dicho marcador y su variacion en los niveles tras la realizacion de un
ejercicio fisico intenso, observandose un incremento del 85 %
aproximadamente en los niveles de LDH en plasma de los deportistas

(Komulainen et al., 1994).

Pero como hasta ahora, también le encontramos problemas a la LDH
para su utilizacion como marcador de dafno muscular esquelético. Siendo su
principal inconveniente su amplia distribucion tisular que hace que sea un
indicador inespecificico (Bigard, 2001; Wu et al., 2004). Pudiendose encontrar
niveles elevados de esta enzima en el infarto de miocardio, enfermedades
hepaticas, hemdlisis, y algunas enfermedades malignas (especialmente en el
linfoma no-Hodgkin), enfermedades musculares y muchas otras condiciones
que implican lesiones tisulares. La hemdlisis durante la extraccion de la sangre
0 su manipulacion puede producir un resultado elevado por un artefacto de
laboratorio (McComb, 1983).

Asi pues, diferentes autores nos indican que niveles altos de LDH en
deportistas entrenados, pueden indicarnos posiblemente dafio cronico del
higado ya que este trabaja a gran ritmo durante la practica deportiva (Yao et
al., 2003)

En cuanto a las Troponinas hemos observado diferencias significativas
en los niveles de TnT entre los sujetos sanos y con daio muscular, y entre el

grupo de dafio muscular y entre el grupo de deportistas de élite, pero aunque
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realmente vemos diferencias significativas entre los dos pares de grupos, no
podemos considerar dichos niveles encontrados de proteina en suero, como
algo significativo, ya que son unos niveles muy bajos (0,00731 ng/mL) y que
segun la bibliografia no son considerados como dafio muscular Asi, en
trabajos realizados el nivel sérico superior de TnT en voluntarios sanos
donantes de sangre resulté de 0,06 ng/mL (Gerhardt et al., 1992) En dos
estudios mas recientes, la concentracion plasmatica media de TnT en personas
sanas resulté de 0,001 ng/mL (rango 0,00 a 0,02 ng/mL) (Luscher et al., 1997)
y de 0,0002+0,001 ng/mL (Missov et al., 1999), respectivamente. Por lo tanto
en nuestros resultados si nos guiamos por los valores obtenidos en los niveles
de TnT no observariamos dafio muscular en ningun grupo de estudio. También
tenemos que destacar la inespecificidad de la TnT como marcador de dafno

muscular ya que nos detecta las dos isoformas la cadiaca y la esquelética.

Mientras que en la cTnl las diferencias entre los diferentes grupos fueron
minimas no siendo significativas entre los grupos dafio muscular y grupo
control. Segun Sorichter esto se debe a la cardioespecificidad de la cTnl como
marcador, permitiendo asi distinguir entre lesiones cardiacas y lesiones
esqueléticas, de esta forma este marcador nos permite asi descartar el posible
dafio muscular cardiaco que nos pueda interferir en los resultados. Estos datos
han sido confirmados mediante diferentes investigaciones indicando Ia
especificidad de dicho marcador para dafo cardiaco, no siendo util asi dicha
isoforma (c) como marcador musculo esquelético (Cummins et al., 1987; Larue
et al.,, 1993). En este marcador también cabe destacar los bajos niveles
encontrados en el suero de todos los sujetos analizados, siendo esto muy
importante y significativo ya que de esta forma descartamos la posible
interferencia del dafo cardiaco a la hora de detectar el dafio musculo
esquéletico. Aun asi, encontramos diferencias significativas entre los grupos de
dafio muscular y el de deportistas de élite, pero no podemos considerar dicha
significatividad como importante ya que los niveles medios de Tnl detectados
en los dos grupos son insignificantes (entre 0,03 y 0,017 ng/mL). Ya que los
valores de referencia para el diagnostico de dafio cardiaco se situan en cifras
de 3,1 a 19 ug/L, con sensibilidad de 90 a 100 % y especificidad de 93 a 100 %

(Benoit et al., 2001; Orddnez et al., 1995) Los valores de troponina | > 40
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ng/mL se asocian a anormalidades de motilidad de la pared ventricular y
aparicion de Q en el ECG. Valores > 60 ng/mL tienen fuerte asociacion a
eventos isquémicos cardiacos, arritmias, tiempo de ventilacion y estadia
(Benoit et al., 2001).

Por otra parte hemos observado una gran diferencia entre los niveles de
a-actina en suero entre el grupo control y el grupo con dafio muscular
esquelético. Segun Féasson (Féasson et al., 2002) el ejercicio no es un
inductor de variaciones en los niveles de a-actina. Por lo tanto nuestros
resultados obtenidos en estos grupos sugieren que en pacientes con dafio
muscular esquelético, la presencia de la a-actina circulante en el torrente
sanguineo, puede ser reflejo de un proceso de lesion celular. Al igual que
existen diferencias significativas (p< 0.001) entre los grupos de deportistas
lesionados y deportistas sanos. Pudiendose observar como las cantidades
detectadas en suero son mucho mayores que el de resto de proteinas
analizadas y utiliadas. Estando los niveles medios de actina en sujetos con
dafio muscular en 37,48 ugr/ml, existiendo grandes diferencias con respecto a

los niveles detectados de los demas marcadores.

Al no encontrar un anticuerpo especififico que nos detectara solo la
isoforma musculo esquelético nos vimos obligados a utilizar la Tnl para
descartar ese posible dafo cardiaco. El que no exista un anticuerpo especifico
para detectar dicha isoforma esquelética se debe principalmente a que la
homologia de secuencia proteica entre las dos alfa actina es del 98,9% y
unicamente se diferencian en dos aminoacidos. Por ello, los anticuerpos frente
alfa actina sarcomércia no pueden distinguir entre musculo cardiaco vy

esquelético. Si pueden discriminan musculo liso.

» Estudio 2. Modificaciones de los marcadores proteicos en las

diferentes disciplinas o modalidades deportivas

Esta altamente comprovado que la practica deportiva produce liberacion
de proteinas intracelulares (Gleeson et al., 2003; Julian et al., 2004) y se cree

que esto es debido a cambios en la permeabilidad o a rotura de la membrana
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muscular (Komulainen et al., 1994). Todo esto nos llevdo a estudiar los
diferentes marcadores, utilizados en nuestro estudio, en diferentes disciplinas

deportivas y ver su variablidad.

En este segundo estudio se analizé la mioglobina (Mb) en los diferentes
grupos (deporte balonmano, deporte rugby y deporte individual) para ver las
diferencias existentes en los niveles de dicha proteina. Buscando
significatividad de dicha variable en la comparacién entre los grupo, ya que de
este modo compararemos la variabilidad de dicha proteina segun la practica

deportiva realizada por los sujetos.

Podemos observar que en los niveles de mioglobina no se encuentra
diferencias significativas (p< 0.001) entre ninguno de los grupos analizados.
Manteniendose unos niveles constantes dentro de cada grupo de estudio,
estando la media de mioglobina en los grupos entre 45,54 y 34,23 ng/mL. Estos
niveles de mioglobina obtenidos estaran dentro del rango normal, que es de 0 a
85 ng/ml (Sayers et al., 2000). Estos resultados obtenidos tenemos que tener
en cuenta que las tomas realizadas a los deportistas son aisladas y en estado

de reposo.

Por el contrario, los resultados en los niveles de actividad de CK reflejan
diferencias significativas (p< 0.001) entre los grupo de balomno y rugby, siendo
los niveles de CK mas altos en el grupo de balonmano (342,5 y 235,4 UI/L
respectivamente). Como nos indican Balnave y Hortobagyi, esto se puede
deber a diferentes factores, tales como la disciplina deportiva que practique
(rugby o balonmano) el entrenamiento diario que lleve el deportistas (Balnave
et al., 1993; Hortobagyi et al., 1989). Asi pues, en nuestros resultados podemos
reproducir lo dicho en estos trabajos, ya que comprobamos que el nivel de
entrenamiento exigido al grupo de deportistas de balonmano era mas alto que
el de jugadores de rugby. Siendo el grupo de deportistas de balonmano
deportistas de dedicacion mas profesional que el grupo de deportistas de
rugby. Segun Mashiko, esto sugiere una acumulaciéon posible de la fatiga
debido al ejercicio intenso diario, que puede inducir lesién del musculo y

degradacion de las proteinas somaticas del tejido fino (Mashiko et al., 2004).
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En cambio observamos como el grupo de deportistas de practica
individual (atletas, piraguistas,..) los niveles detectados de CK son mas bajos,
siendo estos valores acordes al estudio realizado por Takarada, donde nos dice
que en los deportes de impacto cuerpo a cuerpo, como el rugby, presentan

niveles mas altos de CK (Takarada, 2003).

Los niveles de LDH en relacion a las disciplinas deportivas, se
observaron diferencias significativas (p< 0.001) del grupo de deportes
individuales con respecto a los dos grupos de rugby y balonmano. Esto se
puede deber segun Van Der Meulen en 1991, al aumento de los niveles
enzimaticos después de un actividad de larga duracion, siendo este el caso del
grupo de deportistas inviduales, siendo todos deportistas de larga distancia.
Diferentes estudios comprobaron esto en deportistas de maraton, en los que en
los 12 ultimos km. de wuna maraton, el dafo muscular aumenta
desproporcionadamente en comparacion con el dafio producido en los primeros
30km. (Janssen et al., 1989). Aunque con menos evidencia, existen otras
variables que influyen en la liberacion de estos enzimas musculares, como son
la raza (Friden et al., 1984), la edad (Gale et al., 1979; Nosaka et al., 1991), la
masa muscular (Manfredi et al., 1991; Novak et al., 1977) y la ingesta de
proteinas (Hayward et al., 1999).

En los niveles de cTnT, aun existiendo diferencias significativas entre
dos pares de grupo (Individuales-Rugby e Individuales-Balonmano), no
podemos decir que estos niveles reflejen un posible dafio muscular ni una
posible disrupcién intra y/o extracelular de las membranas que permite la
hidrolisis de proteinas estructurales. Estando los niveles medios de TnT de los
diferentes grupo entre 0,0028 y 0,016 ng/mL. Pero como vemos en el estudio
realizado por Gerhardt, el nivel sérico superior de TnT en voluntarios sanos

donantes de sangre resulté de 0,06 ng/mL (Gerhardt et al., 1992).

En la variable Tnl analizada en los diferentes grupos observamos que no
existen diferencias significativas una vez analizados los datos

estadisticamente, estos resultados son los esperados ya que asi estamos
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descartando el posible dafio cardiaco que pueda sufrir los deportistas y que nos

pueda inferir en los resultados finales.

La justificacién en la utilizacion de este marcador (Tnl) para descartar el
posible dafo cardiaco, que nos influya negativamente en los resultados, es que
en la actualidad, el marcador de dafo cardiaco al que mas valor se le esta
concediendo es al complejo de las Troponinas, en especial a las isoformas
cardiacas de la Troponina T e | (¢cTnT y cTnl) (Wu et al., 1999; Bertrand et al.,
2000; Van de Werf et al., 2003). Numerosos inmunoensayos automatizados
con diferentes anticuerpos monoclonales se estan comercializando. De
acuerdo con los datos publicados, se considera que ambas Troponinas tienen
la misma sensibilidad y especificidad para la deteccion de dafio miocardico y
para dar informacion prondstica en el Sindrome Coronario Agudo (SCA)
(Olatidoye et al., 1998; Collinson, 1998; Ottani et al., 1999; Bertrand et al.,
2002). En el caso de no disponer de las Troponinas la mejor alternativa es la
CK-MB masa, que aunque presenta menor especificidad tiene demostrada su
validez. El resto de marcadores como la CK total, LDH, GOT (AST), etc. no son
recomendados (Alpert et al., 2000). En los casos en los que la precocidad en el
resultado sea determinante se recomienda usar marcadores de aparicion
precoz como la CK-MB y la Mioglobina que se veran confirmados

posteriormente con la elevacién de un marcador mas especifico (Troponinas).

Los valores medios obtenidos de a-actina, en el grupo de jugadores de
balonmano, fueron mas altos que el del resto de grupos existiendo diferencias
significativas (p< 0.001) de este grupo con los dos restantes grupos (Rugby y
Dep. Individuales). Como hemos comentado anteriormente, estos niveles altos
de liberacion proteica detectados en el suero de los deportistas se pueden
deber a diferentes variables que influyen, como pueden ser la raza (Friden et
al., 1984), la edad (Gale et al., 1979; Nosaka et al., 1991), la masa muscular
(Manfredi et al., 1991; Novak et al., 1977), la ingesta de proteinas (Hayward et
al.,, 1999) y el estadio de entrenamiento e intensidad de entrenamiento donde
se encuentre el grupo de deportistas, ya que si se encuentra en una etapa de
carga en el entrenamiento el desgaste muscular es mayor y observandose que

tras el ejercicio fisico continuado se produce un edema muscular, el cual
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contribuye al dano de la célula muscular (Komulainen et al., 1993; Peeze et al.,
1990) probablemente por el aumento del volumen celular y como resultado de
ello, estiramiento y posterior ruptura de la membrana celular (Komulainen et al.,
1994)

» Estudio 3. Modificaciones de los marcadores proteicos en un partido

de alta competicion.

La liberacion de enzimas musculares en deportistas se usa para estimar
la cantidad de dafo muscular después de hacer ejercicio, basandose en la
suposicion de que la liberacion de enzimas musculares se relaciona con la
cantidad de enzimas musculares asi como la cantidad de dano muscular
provocado por el ejercicio (Appley et al., 1988; Friden et al., 1983; Janssen et
al., 1989).

Por su parte, Armstrong en 1983 demostr6 que ratas no entrenadas
sometidas a ejercicio fisico agotador liberaban mas enzimas musculares que
las entrenadas. La liberacion de estas proteinas intracelulares se cree que es
debida a cambios en la permeabilidad o a rotura de la membrana muscular

(Komulainen et al., 1994).

Algunos autores no encuentran correlacion entre la liberacion de
enzimas musculares y el dafio muscular analizado histologicamente (Van Der
Meulen et al., 1991), lo cual apoya el hecho de que el aumento en la liberacion
de enzimas sea permitido por el aumento de la permeabilidad de la membrana.
El mecanismo no se conoce con seguridad, y aunque fuera por el aumento de
la permeabilidad de la membrana, no se conoce cual es el mecanismo por el

que ésta aumenta.

Las actividades aerobias de larga duracion, como el maraton, es
frecuente observar un aumento en el plasma sanguineo de la creatina
fosfokinasa y de la mioglobina, como expresién del dafio muscular, lo que ha
llevado a ciertos autores a considerar a tales elevaciones, como un signo de

sobreentrenamiento en este tipo de ejercicios (Koutedakis et al., 1993). Sin
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embargo, hechos similares se pueden observar tras la realizacion de ejercicios
agudos, y al finalizar el entrenamiento y la competicion, en atletas que no

sufren el sindrome de sobreentrenamiento (Rogers et al., 1985).

En este tercer estudio nuestro objetivo fue ver la liberacion proteica que
se producia tras la practica de una actividad intensa, en nuestro caso fue un
partido de alta competicion. Teniendo como referencia, a la hora de ver la
liberacion proteica que se producia tras el esfuerzo, los valores en reposo

tomados antes de realizar la actividad fisica.

Observamos como los niveles de mioglobina tras el partido de alta competicion
aumentaba a gran escala tanto en el grupo de balonmano como en el de rugby,
siendo los resultados significativos en ambos grupos. Produciendose un
aumento mayor de mioglobina tras el partido en el grupo de rugby que en el de
balonmano. Como nos dice Takarada en un trabajo publicado en el 2003, esto
se puede deber a que un partido competitivo de rugby implica generalmente
agresion fisica y juego mas poderosos entrando continuamente en contacto el
cuerpo (Takarada et al.,, 2003). Existiendo ademas diferentes posiciones de
juego donde unos jugadores van a sufrir mayor contacto cuerpo a cuerpo que
otros, esto se puede ver reflejado en los resultados intrasujetos, como la

variabilidad de la mioglobina entre los sujetos es muy importante.

Sin embargo dicho parametro varia considerablemente de unos
individuos a otros, por lo que no se pueden obtener conclusiones validas para
el diagndstico precoz de la fatigay el danino muscular, ademas esta proteina es
considerada por varios autores como una proteina muy inespecifica, ya que se
encuentra a nivel esquelético y cardiaco, y que se libera muy tempranamente a
la sangre (Mair, 1999). Debido a esta liberacion tan precoz encontramos estos
niveles tan altos en el suero de los deportistas tras el partido. También se debe
destacar que en estudios anteriores, encontramos relacién con lo obtenido, y
es que la mioglobina aparece muchos antes en sangre que la CK 'y por lo tanto

alcanza su pico mas pronto (Mair et al., 1999; Rodenburg et al., 1993).
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El indicador bioquimico mas utilizado, hoy dia, para valorar el dafio
muscular es la medicion de la liberacion al plasma de la enzima intramuscular
Creatina Kinasa (CK). El tiempo en que se produce la elevacién de la actividad
CK en plasma tras la realizacién de un ejercicio agudo varia segun los autores,
variando desde algunos que muestran el pico inmediatamente tras el ejercicio
(Amelink et al., 1986, Amelink et al., 1988, Hayward et al., 1999, Van Der
Meulen et al., 1991), mientras que otros que llevan a cabo carrera en pendiente
hacia abajo llegan a encontrar dos picos, uno a las 0 horas y otro a las 24-36
horas (Armstrong et al., 1983, Newham et al., 1983, Schwane et al., 1983). En
concreto, Van der Meulen destaca la tremenda diferencia que encuentran entre
los niveles de actividad CK tras ejercitar ratas durante 1,5 horas y los niveles
de CK tras ejercitar ratas durante 2,5 horas (Van Der Meulen et al., 1991) lo

cual se ha comprobado también en humanos.

Diferentes estudios nos afirman que tras la practica de ejercicio de alta
intensidad, las proteinas del musculo tales como kinase de la creatina (CK) y el
myoglobin (Mb) se lanzan del musculo dafiado y aparecen en la sangre
(Clarkson et al., 2002). En nuestro estudio comprobamos como después de la
practica de un ejercico de alta intensidad los niveles de CK varian
significativamente con respecto a la primera toma realizada antes del partido.
Llegando los niveles de CK después del partido a 409,6 UI/L en jugadores de
balonmano y de 391,1 UI/L en los de rugby. Hay que destacar que ya los dos
grupos estudiados parten con unos niveles altos de CK en sangre, de 308,6 los
de balonmano y de 235,4 los de rugby. . Pero los niveles obtenidos de CK
aumentaron perceptiblemente después del partido. Esto sugiere una
acumulacién posible de la fatiga debido al ejercicio intenso diario, que puede
inducir lesion del musculo y degradacion de las proteinas somaticas del tejido

fino a través del periodo del partido.

Segun diferentes autores la liberacion de estas enzimas estas enzimas
inducen la inflamacién muscular y derrumbamiento del musculo esquelético, o
aumentan la permeabilidad de la membrana celular del musculo, segun estos
autotores estos enzimas pueden proporcionar un marcador util de dafo

musculo esquelético e indicar la severidad de la fatiga muscular inducida por
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exercise (Koutedakis et al., Olerud et al., 1976), estas enzimas aumentan mas
en sujetos no entrenado que en entrenados habitualmente durante un ejercicio
intenso (Evans et al., 1986). Sucediendo esto en nuestro estudio en los niveles
de LDH y Mioglobiina, como los sujetos mas entrenados regularmente
(Balonmano), los niveles de dichos parametros se elevaban menos que los del
otro grupo ya que sus musculos, debido al entrenamiento deben tener cierta
proteccion contra dafio del musculo (Evans et al., 1986).

Segun Nosaka, el problema mas grande que ve en usar cualquier
proteina del musculo en la sangre como marcador de dafio muscular, es la
variabilidad tan grande que se produce entre los sujetos en la liberacién, con
una gama de 236 a 25.244 |U/L citada en su estudio (Nosaka et al., 1996).
Generalmente, esos individuos con la actividad mas alta de CK en la sangre
tienen un dafno muscular mas grande determinado por MRI, pero esto no es

una relacion perfecta.

Aunque también observamos que la variabilidad tan grande en respuesta
de CK al ejercicio no se entiende y no parece ser relacionada con el sexo, la
masa muscular, o el nivel de actividad de los deportistas. Un estudio reciente
demostré que la actividad de CK en suero fue relacionada con la actividad del
glutathione en suero, y los autores sugirieron que el glutathione sirviera como
protector de la CK durante el curso de vida de la enzima en la circulacién
(Gunst et al., 1998). Esto y otros factores podrian explicar en ultima instancia la
variabilidad grande en la respuesta de CK al ejercicio. Sin embargo, esta claro
que la actividad de la sangre CK proporciona solamente un marcador
cualitativo indirecto de dano muscular y se puede influenciar por varios factores
con excepcion de daino, incluyendo factores genéticos posibles (Clarkson et al.,
2002)

En este estudio se pudo observar el perfil de la actividad LDH en plasma
tras llevar a cabo ejercicio fisico agudo. Nuestros resultados, que manifiestan
en el grupo de jugadores de rugby un aumento, tras el partido de alta
competicion, de dicha actividad del 95 % son similares a los presentados por

Komulainen en 1994, los cuales muestran un incremento del 85 %
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aproximadamente (Komulainen et al., 1994). El comportamiento de la actividad
LDH en nuestro estudio muestra diferente comportamiento en el grupo de
balonmano, observando en estos ultimos unos niveles mayores pero no
existiendo diferencias grandes entre antes y después del partido sino que se

produce una subida muy timida de los niveles.

En este estudio como en el resto, los niveles de troponinas (Tnl y TnT)
son muy bajos no existiendo diferencias significativas en los niveles de Tnl
después de realizar el ejercicio intenso. Siendo esto positivo para discriminar el
posible dano cardiaco y no influir asi en la deteccion del posible dafio muscular
esquelético producido por el ejercicio. Del mismo modo actua la TnT,
detectandose cantidades minimas de dicha proteina y por lo tanto no
considerandose significativa dichos niveles encontrados en el plasma de los
deportistas tras el esfuerzo. Por lo tanto, cuando no existen enfermedades
concomitantes (Missov et al., 1999), los niveles séricos de TnTc son muy bajos
y aun indetectables. Considerandose los niveles encontrados en nuestro
estudio valores que estan dentro de la normalidad, tal y como nos indican los
estudios de Missov, que nos dice que los valores maximos normales de TnT
para sujetos sanos son de 0,06 ng/mL, encontrando nosotros valores maximos
de 0,03 ng/mL.

Con respecto a la variacién de los niveles de a-actina tras el ejercicio
intenso (partido de competcion) encontrados en el suero, muestra el mismo
comportamiento en el grupo de balonmano que en el de rugby. Produciendose
un aumento significativo (p< 0.001) en lod dos grupos tras la practica de
ejercico intenso. Pasando los niveles de actina en el grupo de balonmano de

7,16 a 26,47 pgr/ml, y en el equipo de rugby de 1,24 a 20,04 pgr/ml.

Sorprendentemente Féasson nos dice todo lo contrario (Féasson et al.,
2002). Afirmandonos con su estudio, que los fectos del ejercico excentrico en la
alfa actina: a la vista de los efectos del ejercicio en la estructura muscular,
intentd identificar si la expresién de los componentes de la red miofibrilar
podrian ser alterados en respuesta a un estrés mecanico. Para ello determiné

el nivel de alfa actina por analisis con inmunoblotting, inmediatamente después,
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un dia depués y en el dia 14 después de un ejercicio excentrico,
permaneciendo los niveles de alfa actina sin cambio. Dicho estudio nos afirma
que el nivel de alfa actina permanece inalterable en respuesta al ejercicio,
ilustrando que senales moleculares disparadas por ejercicio excentrico regulan

de manera diferente la expresion de proteinas musculares.

Este trabajo nos puso en duda los resultados obtenidos en estudio
previos, pero la ejecucion de varios estudio nos confirmo nuestra hipétesis,
produciendose los mismos efectos de liberacion de dicha proteina en todos los
estudios realizados. Por lo tanto podemos decir que la proteina alfa actina sufre

cambios amplios inmediatamente después de la practica de ejercicio intenso.

» Estudio 4. Evolucion temporal y modificaciones de los marcadores

proteicos en un test de esfuerzo maximo en tapiz rodante.

Finalmente con este estudio quisimos comprobar como los parametros
analizados hasta el momento evolucionaban a lo largo del tiempo y tras la
realizacion de un ejercicio intenso controlado (test de esfuerzo). Este estudio
era necesario para comprobar la fiabilidad de la actina como marcador de dafo
muscular esquelético y para ver como evolucionaba a lo largo del tiempo dicha

proteina tras la practica de ejercicio.

Con respecto a los marcadores utilizados cabe destacar que fueron
significativos solo tres (mioglobina, actina y CK) del total utilizados. A
continuacion nos centraremos en el analisis de los tres marcadores que
resultaron significativos en la realizacién de este estudio. No encontrandose
significatividad en los resultados obtenidos de las troponinas (Tnl 'y TnT) y la
LDH. No encontrandose variablidad en los niveles de estas proteinas en las

diferentes tomas realizadas después del gjercicio intenso.

Los niveles de CK observamos como el pico mas alto de CK lo
encontramos justo al terminar el test de esfuerzo (437,3 UI/L), produciendose
un pequeno descenso a la hora de la finalizacién de dicho test (424 UI/L) y

finalmente a las 24 horas vemos como vuelve a los niveles de los que
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partiamos antes de realizar dicho test (360,4 UI/L). Ante estos resultados nos
planteamos cual es el tiempo en que se produce la elevacion de la actividad CK
en plasma tras la realizacién de un ejercicio agudo, esto va variar segun los
autores, variando desde algunos que muestran el pico inmediatamente tras el
ejercicio (Amelink et al., 1986; Amelink et al., 1988; Hayward et al., 1999; Van
Der Meulen et al., 1991), con los cuales coincidimos con nuestrso resultados
obtenidos en los niveles de CK; mientras que otros que llevan a cabo carrera
en pendiente hacia abajo llegan a encontrar dos picos, uno a las 0 horas y otro
a las 24-36 horas (Armstrong et al., 1983; Newham et al., 1983; Schwane et al.,
1983).

Todos estos resultados lanzan una duda sobre la especificidad y la
sensibilidad de la actividad plasmatica del CK. Bien se sabe que es muy
ampliamente utilizada, la medida de la actividad de las enzimas
sarcoplasmiques en el plasma como el CK o el LDH representa un mal factor
prondstico de la gravedad de las lesiones musculares inducidas por el ejercicio
y del estado de decaimiento celular. No existe estrecha correlacion entre
lesiones musculares histologicamente visibles y liberacidon de las enzimas

sarcoplasmaticos (Bigard et al., 2001)

Segun Sorichter la liberacion de CK en el plasma no esta vinculada a la
severidad del ejercicio y a los dolores tisulares, sino que en realidad es un
marcador de baja especificidad y sensibilidad (Sorichter et al., 1997). Ante esto
la utilizacion conjunta de los distintos parametros bioldgicos y clinicos que
deberia sin embargo permitir apoyar el diagnéstico, como, por ejemplo, la
asociacion a un aumento de la actividad del LDH en el plasma, de la
mioglobina, el MDA, el numero de leucocitos y la alteracion de los resultados

musculares (Kayashima S., et el al., 1995).

El nivel de mioglobina en el suero de los deportistas, alcanza su pico
mas alto a la hora de haber finalizado el test de esfuerzo (83,2 ng/mL),
descendiendo sus niveles a las 24 horas de la finalizacion (78,6 ng/mL). Como
podemos ver la mioglobina ofrece su caracteristico perfil descendente como

consecuencia de su rapido aclaramiento renal (Santal6 et al., 2003). A pesar de
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ello, sus respectivos valores de concentracion en el tiempo son superiores a la

toma realizada como control antes de realizar el test.

Diferentes autores confirma que la mioglobina se libera antes a la sangre
y que alcanza su pico mas alto antes que la enzima CK (Mair et al., 1999;
Rodenburg et al., 1994). Coincidiendo con nuestros resultados estan estos
autores, ya que en nuestro estudio el pico mas alto se encontrd a la hora de
finalizacion del test. Cabe destacar como los niveles medios de mioglobina son

todos normales o bajos.

Como lo precisamos mas arriba, la falta de sensibilidad y reproductividad
de la actividad enzimatica conduce a considerar con mucha prudencia las
variaciones de estos parametros biolégicos. No es posible evaluar el alcance
de las lesiones musculares inducidas por el ejercicio sobre la base de las
variaciones de estos parametros. Por otra parte, estos parametros no son
especificos de las microlesiones musculares vinculados a la practica intensa
del ejercicio y la actividad enzimatica plasmatica puede también aumentar
después de contusiones musculares directas o traumatismos. Asi pues, si la
ruptura del sarcolema y el decaimiento muscular se acompafan bien de un
aumento de la actividad enzimatica y proteica (LDH, CK y mioglobina), al
contrario no es verdadero; el aumento de la actividad enzimatica puede
limitarse a reflejar una escasa permeabilidad membranaria vinculada a la
tensién oxidativa seguida de procesos de reparacion que permitan una perfecta

cicatrizacion sin secuelas.

Los niveles maximos de deteccion de actina estan justo al terminar el
ejercicio (test de esfuerzo), siendo los niveles de actina liberados casi el doble
de los detectados antes del ejercicio. Después podemos observar como van
descendiendo los valores levemente una vez que transcurre la primera hora.
Las medias de liberacién de actina encontradas después del esfuerzo fisico
fueron de 15,3 pgr/ml partiendo de unos niveles de 8,2 ugr/ml.

Observamos como los niveles de actina las 24 horas desciende llegando

a los niveles de partida por lo que se concluye que la valoracion de los niveles
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séricos de actina tras un deporte intenso pierden interés conforme transcurre el
tiempo desde que se realiza y que al cabo de 24 horas no se detectan cambios
respecto a los niveles de partida. Estos resultados contrastan con respecto a lo
obtenido por Feason en el 2002, donde no observa cambios ni variablidad en
los niveles de alfa actina después de un ejercicio intenso. Concluyendo dicho
estudio, donde los niveles de actina permanecen inalterables en respuesta al

ejercicio.

Revisando la bibliografia existente llegamos a la conclusién de que no
existen marcadores fieles, sensibles y reproductibles de las lesiones de las
fibras musculares inducidas por el ejercicio exhaustivo. Asi pues, el diagndstico
de gravedad de estas lesiones y la estimacion de su amplitud plantean siempre
grandes problemas en la practica diaria. A la pregunta que nos hacemos de
que si el aumento de los marcadores de lesiones musculares se asocia a un
estado de entrenamiento maximo, se puede responder con una negacion. Sin
embargo, las fibras dafiadas son el origen de la liberacion de citoquinas pro
inflamatorios que tienen consecuencias sobre el desarrollo de senales clinicas
que pueden integrarse al cuadro clasico de entrenamiento maximo. La
realizaciéon de ejercicios repetidos intensos y, sin periodo de recuperacion
suficiente representa también una situacion de riesgo de desarrollo y evolucion
del dafio muscular (Bigard et al., 2000). Algunas de las consecuencias de estos
ejercicios sobre el musculo, pueden contribuir a constituir sefales clinicas a

menudo integradas en el cuadro del dafio muscular.

Debido a todos estos problemas en la utilizacion de un marcador de
dafio muscular fiable llegamos a la conclusién de que el marcador ideal debe
de ser musculo especifico, su concentracidon intracelular alta, liberarse con
rapidez en caso de lesidon, mantener su concentracion elevada durante un
tiempo suficiente en la sangre y ser estable. En el suero de personas sanas
este marcador deberia ser indetectable o bien encontrarse en una
concentracion muy baja que se diferencie claramente de su presencia al
producirse dafio en el 6érgano. Deberia tener una elevada sensibilidad

diagndstica, especialmente en las primeras horas de la lesién y, finalmente,
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poseer una especificidad diagndstica tan proxima al 100% como sea posible
(Adams et al., 1994).

El hecho de que la a-actina es la molécula mayoritaria del
compartimento celular citosélico pudiendo ser detectada hasta 72 h después de
su liberacion (Korn et al., 1982; Korn et al., 1987), supone un ventaja en
comparacion con la troponina ya que de cada siete mondmeros de Actina
existe una molécula de Troponina (Katus et al., 1992) y con una liberacion al
torrente sanguineo mas tardia que la a-actina que se detecta desde la primera

hora del inicio de los sintomas (Aranega et al., 1993).

Por lo tanto estimamos que la actina es un candidato ideal para
responder a las carencias diagndsticas que poseen otros marcadores y
consideramos que evaluar sus resultados comparativamente en las mismas
muestras con otros marcadores actualmente en uso podria reportarnos
informacion muy interesante y todavia inédita acerca de su utilidad en el

terreno del rendimiento deportivo.

En este estudio comprobamos que la alfa actina reune potencialmente
unas caracteristicas que la pueden convertir en un nuevo y mas eficaz

marcador bioquimico de dafio musculo-esquelético.

En resumen, nuestro estudio revela que la alfa actina es un buen
marcador molecular para ser utilizado en el estudio y diagndéstico del dafo
muscular esquelético. Sus caracteristicas de precocidad y la capacidad de
detectarse en el suero de deportistas le confieren unas caracteristicas que no
poseen ninguno de los marcadores comercializados actualmente. Esta
circunstancia, nos lleva a sugerir la conveniencia de iniciar trabajos
encaminados a desarrollar un ensayo optimizado de alfa actina en suero o
plasma de pacientes con dano muscular esquelético y que pueda ser
susceptible de automatizarse en un equipo autoanalizador de forma rapida y
precisa. La alfa actina permitira profundizar mas en la patalogia del dafio

muscular y aportara una herramienta mas sensible al diagnéstico permitiendo
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detectar dafio muscular en deportistas en situacion de riesgo de lesién,
suponiendo esto un avance a la hora de controlar los riesgos de lesion

relacionados con el entrenamiento llevado acabo por el deportista.

Con los resultados obtenidos en este estudio no podriamos generalizar
en todas las disciplinas deportivas, sino que en futuras lineas de investigacion
no debemos plantear el determinar los niveles de liberacién de alfa actina
exactos que se encuentra en el deportista cuando hay sobre carga muscular y
cuando hay dafio muscular, determinando asi unos valores exactos que nos
permita distinguir, dicha liberacion de proteina en el torrente sanguineo, entre
sobre carga muscaular, dafio muscular producido tras un esfuerzo maximo vy

lesidn muscular.
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e Los marcadores de dafo muscular mioglobina, creatin kinasa,
lactodeshidrogenasa, troponina T y a-actina se liberan a suero en gran
cantidad en pacientes politraumatizados, en comparacion con sujetos

sanos y deportistas.

e Los niveles de troponina no se modificaron en ninguno de los diferentes

grupos de estudio.

e El western blot es un método sensible y especifico para la deteccién de a-

actina en suero circulante.

e La alfa actina se encuentra elevada significativamente en el suero de los
sujetos con dafio muscular esquelético siendo un marcador molecular util

para su estudio y diagnéstico.

¢ La alfa actina no presenta interferencias cruzadas con los pacientes que pr-

esenten un posible dano cardiaco.

e La alfa-actina se libera a sangre periférica justo después de un esfuerzo

fisico intenso.
e La alfa actina se eleva precozmente respecto a los otros marcadores

especificos comparados en el estudio, pudiéndose utilizarse como marcador

proteico de dafio muscular en deportistas.
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