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RESUMEN.

En la actualidad, se recomienda la practica regular del ejercicio fisico como
habito saludable para promocionar la salud, prevenir enfermedades y mejorar nuestra
calidad de vida. Existen numerosas aportaciones en la bibliografia cientifica en las que
se nos informa que el ejercicio fisico intenso induce un estrés oxidativo y puede
ocasionar alteraciones en el sistema inmune, por lo que cabe preguntarse sobre las
causas bioquimicas de este proceso, encontrando entre ellas la accion que diariamente
tienen los radicales libres sobre cada una de nuestras células, proceso que debido a su
transcendencia tiene repercusiones sobre nuestra salud. Hay un gran interés en conocer
la asociacion entre estrés oxidativo y actividad fisica, asi como en ver la relacion que

existe entre el ejercicio fisico y el sistema inmune.

Si entendemos el estrés oxidativo como la ruptura de un equilibrio entre
compuestos que alteran las macromoléculas y estructuras celulares (prooxidantes) y
compuestos que las protegen (antioxidantes), teniendo como consecuencia este
desequilibrio una variedad de cambios fisiologicos y bioquimicos que provocan un
deterioro o un dafio para la célula, hay que profundizar en el conocimiento de los
mecanismos de defensa frente a esos compuestos prooxidantes o radicales libres que se
generan en el metabolismo celular como resultado de las complejas rutas metabodlicas
secuenciales de oxido-reduccion que constituyen la esencia misma de la vida a nivel
bioquimico. Varios trabajos cientificos demuestran que existe induccion de estrés
oxidativo en individuos sujetos a intenso ejercicio fisico ya que seria un mecanismo
generador de radicales libres, pero al mismo tiempo se ha comprobado que en estos
individuos aumentan las defensas antioxidantes tanto enziméaticas como mediadas por

atrapantes de radicales libres de bajo peso molecular.

Estos mecanismos de defensa antioxidantes se encuentran en compuestos
segregados por el propio organismo, como es el caso de la melatonina, que es una
secrecion hormonal de la epifisis o glandula pineal perfectamente protegida en la
cavidad craneal, cuya actividad es dependiente del ciclo circadiano de luz-oscuridad.
Esta proteccion anatomica, su dependencia del ciclo circadiano y el hecho ser una
glandula de regulacion neuro-endocrina puede evidenciar su importante papel
fisioldgico en el mantenimiento de la vida; o bien son aportados los antioxidantes como
nutrientes especificos en determinados alimentos en una adecuada alimentacion que

conlleva una correcta nutricion del organismo.
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Por otra parte, se ha comprobado que la actividad fisica conlleva una variacion
de las lipoproteinas plasmaticas, con la consiguiente disminucion del riesgo coronario.
Hay varios trabajos que demuestran la implicacion de la peroxidacion lipidica de las
fracciones proaterogénicas en el desarrollo de la aterosclerosis, la cual podria

prevenirse, por lo tanto, mediante un adecuado entrenamiento fisico.

Por todos los motivos expuestos anteriormente, en este estudio se analiza la
influencia de la suplementacion con antioxidantes sobre marcadores de inflamacion

(citoquinas) y su relacion con el estrés oxidativo que se produce después del ejercicio.

Se pretende comprobar los riesgos o beneficios potenciales de la practica del
ejercicio a nivel bioquimico y se analiza el papel de la Melatonina, del Phlebodium
decumanum y de la coenzima Q;¢ presuntamente protectores oxidativos, en situaciones
en las que se produce una liberacion excesiva de radicales libres, como sucede en la
practica del ejercicio fisico intenso en una muestra poblacional de deportistas habituales
que realizan una carrera de subida de largo recorrido desde Granada capital hasta Sierra
Nevada, por la manipulacion de dos variables: efecto del ejercicio en si sin considerar el
uso de antioxidantes y el efecto del aporte nutricional de los suplementos objeto de
estudio en los distintos grupos antes y después del ejercicio. En la investigacion se
estudian las respuestas al ejercicio fisico intenso con un disefio que permitira analizar el
efecto de cada variable. Con este proposito, se definen como variables dependientes:
parametros plasmaticos (bioquimicos: bilirrubina total, colesterol total, fosfolipidos,
triglicéridos, proteinas en plasma; inflamatorios: IL-6, IL1-ra, TNF-alfa, sTNF-rll; y
otros: viscosidad plasmatica, capacidad antioxidativa en plasma), determinaciones en
eritrocito(proteinas en citosol y membrana de eritrocito, hemoglobina en citosol de
eritrocito, hidroperoxidos de membrana de eritrocito basales, hidroperdxidos en
membrana de eritrocitos inducidos con AAPH) y determinaciones en orina (8-
hidroxiguanosina en orina, indicador de dafo oxidativo, y creatinina). Después de
realizar el andlisis estadistico se observan diferencias significativas en las variables
indicativas de dafio oxidativo después de realizarse la prueba de ejercicio fisico,
existiendo una mayor proteccion oxidativa en los grupos que han ingerido los
suplementos administrados con respecto al grupo placebo. Por lo que podemos concluir
que los resultados del estudio son optimistas y alentadores en cuanto a la disminucion

de la disfuncién inmune y los riesgos oxidativos potenciales del ejercicio fisico intenso.
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1. EJERCICIO FiSICO Y SALUD.

“Todas aquellas partes del cuerpo que tienen una funcion, si se usan con

moderacion y se ejercitan en el trabajo para el que estan hechas, se conservan sanas,
bien desarrolladas y envejecen lentamente, pero si no se usan, se convierten en
enfermizas, defectuosas en su crecimiento y envejecen antes de hora”.

(Hipocrates).

El hombre primitivo, durante el Paleolitico era cazador y recolector, utilizaba la

fuerza muscular como fuente de energia para sobrevivir. Con el paso de los siglos y la
invencion de diversos instrumentos comenzd a utilizar otras fuentes de energia. Con el
desarrollo tecnologico progresivo que ha realizado la humanidad, y sobre todo a partir
de la Revolucién Industrial (finales del s.XVIII y principios del s.XIX), comienza un
frenético consumo energias no renovables que posibilitan un desarrollo econémico, pero
supone un descenso paulatino de la practica de ejercicio fisico; ya que debido a esos
avances tecnolégicos la vida de la humanidad se ha transformado en cuanto a las
condiciones de vida y trabajo en los paises desarrollados y se hace cada vez mas facil y
comoda ...pero mas sedentaria. El esfuerzo fisico de diversas ocupaciones y actividades
laborales ha disminuido hasta el punto de que los requerimientos energéticos son
escasos. El progreso ha representado una de las causas que ha promovido el
sedentarismo con todas las ventajas desde el punto de vista social pero con los

inconvenientes para la salud.

El habito de realizar ejercicio fisico se asocia normalmente a la infancia y a la
adolescencia, pero al llegar a la vida adulta las obligaciones profesionales, los cambios
del estilo de vida y otras circunstancias son barreras que limitan la practica del ejercicio
fisico de una manera regular y eficaz. La poca actividad fisica asociada a diversos
factores de riesgo para la salud conforman un perfil bastante comun en la poblacién

adulta.

El concepto de salud ha ido evolucionando a lo largo del tiempo. Frente al
concepto clasico en el que se definia la salud como ausencia de enfermedades e
invalideces, siendo una definicion en términos negativos y poco operativa, fueron
apareciendo otras definiciones de diversos autores.

Asi, en 1946 la OMS define la salud como el estado de completo bienestar fisico,
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mental y social. Es un concepto utopico, amplio, estatico y subjetivo aunque mide la

salud en términos positivos y contempla al hombre en su integridad, ya que se tienen en
cuenta todas las dimensiones del ser humano.

Milton Terris (1964) define la salud como “el estado de bienestar fisico, mental y
social con capacidad de funcionamiento”. Elimina el vocablo “completo” por lo que es
una definicidon menos utdpica a la vez que sefala un aspecto objetivo (el funcionamiento
del individuo).

Salleras (1985) propone como concepto de salud el siguiente:”el mas alto logro
de bienestar fisico, mental y social con capacidad de funcionamiento que permitan los
factores sociales en los que vive inmerso el individuo y la colectividad”.

Para Wyle, la salud es “el continuo y perfecto ajustamiento del hombre a su
medio ambiente” que estaria determinado por todas las circunstancias internas y
externas al individuo ante las cuales el hombre se adapta o muere.

Podemos entender la salud y la enfermedad en un eje axial continuo (salud----
enfermedad) en el que existiria diversas graduaciones en los que se encontraria cada

individuo.

Entre los determinantes de la salud como factores fundamentales para

conservarla y evitar la aparicion de enfermedades cabe destacar los siguientes:

B Los factores hereditarios y la edad que no pueden ser modificados en la
actualidad.

B Un medio ambiente sano, libre de elementos biologicos patdgenos, fisicos
(radiaciones y ruidos), quimicos (venenos y contaminantes quimicos) y otros
(agresividad, violencia, etc...) perjudiciales para la salud. Segun algunos
estudios, la influencia del medio ambiente en el mantenimiento de la salud es
considerable, pues representa el 35 %.

B La existencia de un sistema sanitario capaz de desarrollar una eficaz politica de
sanidad publica para tanto la prevencion como para el tratamiento de
enfermedades.

B La adquisicion de habitos y estilos de vida saludables, otro factor de suma
importancia, ya que se considera que el 31% de la salud depende de él.
Precisamente, la practica adecuada de ejercicio fisico se incluye como habito de

vida saludable.
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Por tanto, la salud depende del estilo de vida de las personas que a su vez
determina una calidad de vida (Coreil, J. et al, 1992), siendo el estilo de vida “el
conjunto de patrones de conducta que caracterizan la manera general de vivir de un
individuo o grupo” (Mendoza, R. et al, 1994).

En la actualidad, se han realizado cuantiosos estudios que han demostrado la
relacion entre los cambios en los habitos de vida de las sociedades desarrolladas y la
proliferacion de determinadas patologias (Noble, JJ. et al,1997; Aspray, TJ., et al,
2000).

Entre los comportamientos que son favorables para la salud podemos citar: dieta
equilibrada, variada y suficiente que supondria una correcta nutricién del organismo,
evitar habitos toxicos como fumar o beber alcohol en exceso, pautas de descanso
regulares y de duracion apropiada y una actividad fisica realizada con una frecuencia,
intensidad y duracion adecuadas (Shephard, R., 1995).

En definitiva, la préactica de una actividad fisica adecuada dentro del estilo de vida
aparece como un elemento necesario para mantener un nivel 6ptimo de salud y elevar la
calidad de vida.

# Argumentos que influyen en la decision de hacer ejercicio fisico.

La decision de hacer ejercicio fisico es un impulso de autoestima y mejora de la
propia imagen. La pérdida de las cualidades fisicas, que se pone de manifiesto por la
disminucién de la tolerancia al esfuerzo, la flexibilidad y el tono muscular, es otro de
los argumentos que influyen a la hora de tomar la decision de muchas personas
sedentarias de modificar sus habitos.

La recomendacion del ejercicio fisico por parte del médico es una medida cada
vez mas extendida. Los médicos han pasado de recomendar el reposo absoluto para la
curacion de la mayoria de las enfermedades a ser entusiastas defensores de la practica
de ejercicio fisico para la prevencion y el tratamiento de muchas afecciones. (Serra, G.,
et al, 2004).

El argumento mas importante para promocionar el ejercicio fisico consiste en que
es necesario para promover y mejorar la salud, pero a pesar de existir sobradas
evidencias sobre la conveniencia de la practica del ejercicio fisico, es comun a veces su

realizacion a intensidades superiores a las adecuadas.
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% Antecedentes de actividad fisica.

Dentro de la poblacion adulta podemos establecer diferentes subgrupos en
funcion de la historia de actividad fisica que presentan. Los antecedentes personales en
cuanto a la practica de ejercicio fisico regular van a condicionar los programas de
ejercicio fisico adecuados.

Por tanto podemos diferenciar:

1. Adultos fisicamente activos, con un antecedente de practica de ejercicio fisico
regular.

2. Adultos que han ido intercalando periodos de actividad con periodos de
inactividad.
Adultos fisicamente activos, que han iniciado su actividad en la edad adulta.

4. Adultos sedentarios, con precedentes de actividad fisica o no.

[ | Desarrollo ontogénico de las cualidades fisicas.

La edad adulta es una etapa muy amplia que se inicia con un maximo apogeo del
desarrollo de las cualidades fisicas e incluye el inicio de su regresion. Estas personas
se veran beneficiadas por una vida fisicamente activa que retarde y suavice este
proceso involutivo y suponga un beneficio para la salud. Las cualidades fisicas a

destacar son:

a) Fuerza.

Los registros maximos de fuerza se alcanzan alrededor de la segunda década
para los varones y unos pocos afios antes para las mujeres. La fuerza de una persona de
65 afios es como promedio el 75-80% de la que alcanza entre los 20 y 30 afios (Astrand,
P., Rodahl, K., 2000). La disminucién de los registros maximos de fuerza con la edad
parece ir paralela a la reduccion de la masa muscular (disminuciéon del volumen y
numero de fibras musculares). La regresion afecta a todas las manifestaciones de la

fuerza, especialmente de la fuerza rapida.

b) Resistencia.
La capacidad aerébica (VO, max) disminuye aproximadamente un 10 % por

década en las personas relativamente sedentarias a partir de los 25 afios. Con el paso de
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los afos, el ejercicio anaerobico es peor tolerado por la pérdida natural de las
propiedades del musculo, la menor tolerancia a los cambios metabolicos y los ritmos

rapidos en los que la exigencia cardiocirculatoria es elevada.

¢) Velocidad.

A partir de la segunda o tercera décadas de la vida, dependiendo de que se
sea una persona fisicamente activa o no, se produce una disminucién de la velocidad de
ejecucion de los movimientos que se manifiesta tanto deportivamente como en las
actividades de la vida diaria.

Las causas de esta involucion se deben a la disminucién de la capacidad de
movimiento relacionado con la fuerza: pérdida de la masa muscular, de las fibras de
contraccion rapida y del nimero de fibras musculares en general, asi como un descenso

de la capacidad del sistema de control del movimiento.

d) Flexibilidad.

Es una cualidad fisica que tiene su maximo desarrollo en las primeras etapas

de la vida.
Con el paso de los afios y el sedentarismo:
-Los musculos se vuelven cada vez mas rigidos. Paralelamente a la atrofia muscular,
con el envejecimiento, tiene lugar la sustitucion del tejido adiposo y fibroso, cambios
que parecen ser responsables de la pérdida de flexibilidad con la edad.
-Las articulaciones pierden movilidad.

-La variedad natural de movimientos se reduce.
e) Coordinacion.
La fase del aprendizaje motor se realiza a edades tempranas. En la edad

adulta van descendiendo progresivamente los mecanismos de control del movimiento.

1.1. Fisiologia del ejercicio fisico.

Podiamos diferenciar de una forma global los ejercicios fisicos generales que son
los no agrupados en el deporte de los competitivos. Se pueden clasificar siguiendo

varios criterios:
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1) Segln el volumen de la masa muscular.

- Local: ejercicio que involucra menos de 1/3 de la masa muscular total, ej. los

ejercicios de miembros superiores o inferiores.

- Regional: ejercicio que involucra entre 1/3 a 2 de la masa muscular total, e;j.

miembros superiores y tronco.

- Globales: ejercicio en el que participa mas de la mitad del volumen de la masa

muscular total provocando cambios en el organismo.

2) Segun el tipo de contraccion.

- Dinamicos: llamados también isotdnicos en los que hay una modificacion métrica

del musculo.

- Estaticos: llamados también isométricos en los que predomina la energia

anaerobia y son de escasa duracion.

3) Segun la fuerza y la potencia.

- ejercicios de fuerza: en ellos se emplea mas del 50 % de la capacidad de fuerza
del individuo.

- ejercicios de velocidad: en los que se emplea un 30 a 50 % de la fuerza de un
individuo.

- ejercicios de duracion: la cantidad de fuerza empleada es minima.

4) Segun costos funcionales.

En este punto se consideran algunos indicadores como los siguientes:

- MET: consumo de O2 en ml/min. en estado de reposo por kg. de peso.

- VO2: volumen de consumo de O2.

- FC: frecuencia cardiaca.

- T* temperatura en °C.

- Lact.: produccion de lactato.

1.1.1. Fases del ejercicio.

Podemos considerar al ejercicio fisico como un estrés impuesto al organismo,
que responde con un sindrome de adaptaciéon y cuyo resultado puede ser la forma
deportiva o la sobrecarga, segun sea la magnitud de la carga aplicada. La sobrecarga se
produce cuando la magnitud de la carga supera la capacidad del organismo. Es util

clarificar los siguientes conceptos:
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-carga: fuerza que se ejerce sobre los musculos.

-volumen de carga: esta representada por la cantidad de la misma (km. recorridos, horas

de duracion).

-intensidad de carga: es el volumen de la carga en funcion del tiempo.

-capacidad

de trabajo: denota la energia total disponible.

-potencia: significa energia por unidad de tiempo.

En el ejercicio fisico se producen dos tipos de adaptaciones:

La adaptacion aguda es la que tiene lugar en el transcurso del ejercicio fisico.

La captacion cronica es la que se manifiesta por los cambios estructurales y funcionales

de las distintas adaptaciones agudas (cuando el ejercicio es repetido y continuo), por

ejemplo, el aumento de mitocondrias musculares, agrandamiento cardiaco, incremento

del consumo maximo de oxigeno (VO,), disminuciéon de la frecuencia cardiaca,

incremento de la capacidad oxidativa del musculo, etc.

Durante el esfuerzo estan presentes las siguientes fases:

1.1.1.1.

1.1.1.2.

Fase de entrada.

Es el estado funcional que tiene lugar desde el estado de reposo al de
actividad. Se dice que es heterocrénica, porque no todas las funciones
mecanicas comienzan simultdneamente (ej. presion arterial, volumen
minuto, transporte de O, etc). En esta fase predominan los procesos
anaerobios, porque no hay correspondencia entre la oferta y la demanda de
oxigeno (ajuste circulatorio inadecuado).

Después de la fase de entrada y antes de la de estabilizacion se produce un
estado de “punto muerto”, donde la capacidad de trabajo desciende
notablemente. A continuacion viene el denominado “segundo aliento” que
es cuando comienza la fase de estabilizacion.

Fase de estabilizacion.

Es predominantemente aerdbica y cuando se sobrepasa pasamos a la fase
siguiente. Cuando el individuo se encuentra en el “punto muerto” que tiene
lugar durante los primeros minutos del ejercicio, la carga parece muy
agotadora. Puede experimentarse disnea (sensacion de falta de aire), pero la
dificultad finalmente cede. Los factores que provocan esta dificultad pueden
ser una acumulacion de metabolitos en los miisculos activados y en la sangre

por que el transporte de oxigeno es insuficiente para satisfacer las demandas.
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Durante el comienzo de un ejercicio pesado, hay una hipoventilacion debido
al hecho de que hay una demora en la regulacion quimica de la respiracion
(falta de adecuacion longitud/tension en los musculos intercostales. Cuando
se produce el “segundo aliento”, la respiraciéon aumenta y se ajusta a los
requerimientos. Parece que los musculos respiratorios son forzados a
trabajar anaerdbicamente durante las fases iniciales del ejercicio si hay una
demora en la redistribucion de la sangre. Entonces se puede producir un
dolor punzante en el costado, que probablemente sea resultado de una
hipoxia en le diafragma. Conforme la irrigacion de los musculos mejora, el
dolor desaparece. Aunque un desencadenante alternativo de este dolor puede
ser un estimulo de origen mecénico de receptores del dolor en la region
abdominal.
1.1.1.3. Fase de fatiga.
Se produce por agotamiento de las reservas y por acumulacién del acido
lactico.
1.1.1.4. Fase de recuperacion.

Es la que comienza una vez terminado el ejercicio fisico. En esta fase hay
una disminucidn paulatina de la captacion de O,, con un componente rapido
que representa el costo de energia necesaria para formar el ATP y la
fosfocreatina gastados y saturar la mioglobina muscular. Después hay un
componente lento relacionado principalmente con la sintesis del glucogeno
consumido, la eliminacion de las catecolaminas remanentes y el descenso la
temperatura residual. En este periodo la captacion de glucosa por el misculo

es 3 0 4 veces la de reposo.

1.1.2. Adaptaciones organicas en el ejercicio.

Durante el ejercicio se producen modificaciones adecuadas y coordinadas en todo

el organismo, las cuales se especifican a continuacion:

A. Adaptaciones metabdlicas.
El ATP es la tnica fuente de energia para formar y romper puentes

transversales durante la contraccion de los sarcOmeros. Los sistemas metabolicos
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musculares son:

-la reserva de ATP acumulados intracelularmente.

-la conversion de las reservas de alta energia de la forma de fosfocreatina a ATP.

-la génesis de ATP mediante la glucdlisis anaerobica.

-metabolismo oxidativo del acetil-CoA.

Con el comienzo del ejercicio de intensidad moderada a grande, la transferencia de
fosfato y la glucoélisis anaerdbica representan las fuentes iniciales de combustible para
reponer el ATP consumido. Los niveles de glucdgeno y fosfocreatina descienden
rapidamente aumentando la concentracidon de lactato en la célula. La preferencia inicial
de estas vias metabdlicas, esta relacionada con la necesidad inmediata de produccion de
ATP. El metabolismo oxidativo es mucho mas lento requiriendo una mayor captacion
de sustrato y de oxigeno, los cuales necesitan una intensificacion del flujo sanguineo.
Para el musculo esquelético el transporte de oxigeno y sustratos determina el nivel de
rendimiento del trabajo subméximo de duracion apreciable. En el musculo en reposo el
cociente respiratorio (CR=VCO,/VO,) se acerca a 0,7 (normal en el organismo en
reposo = 0,82).

Durante los ejercicios prolongados se produce la utilizacion de una secuencia de
combustibles. En la fase inicial del ejercicio el glucogeno muscular constituye la
principal fuente de energia consumida. El indice de glucogenoélisis muscular es mas
elevado durante los primeros 5 a 10 minutos, entre los 10 a 40 minutos aumenta de 7 a
20 veces la captacion de la glucosa, representando el 30 al 40 % del consumo de
oxigeno total. Si el ejercicio continia mas de 40 minutos la utilizacion de glucosa
sanguinea alcanza su pico maximo entre los 90 y 180 minutos, declinando luego,
aumentando progresivamente la utilizacion de acidos grasos libres. En el ejercicio de
corta duracidon de baja a moderada intensidad, la concentracion de glucosa en sangre
practicamente no se modifica con relacion a la glucemia en reposo. Si es intenso puede
observarse una elevacion leve de la glucemia (20 a 30 mg/dl). En el ejercicio
prolongado (mas de 90 minutos) la glucemia desciende entre 10 a 40 mg/dl. El higado
representa el Unico sitio de produccion y liberacion de glucosa al torrente sanguineo y
debe tratar de equilibrar el consumo de glucosa por parte del musculo. En reposo el
indice de produccion de glucosa hepatica es de 150 mg/min., del cual el 75 % es
glucogendlisis y el resto es gluconeogénesis a partir de alanina, lactato, piruvato y

glicerol. El ejercicio de corta duracion el aumento de liberacion de glucosa hepatica es a
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expensas de la glucogenolisis. A medida que el ejercicio se prolonga hay mayor
dependencia de la captacion del precursor gluconeogénico para mantener la produccion
de glucosa hepatica.

La respuesta hormonal al ejercicio se caracteriza por descenso de insulina y aumento de
glucagdén. Ademas aumentan la somatotrofina, adrenalina, noradrenalina y cortisol. La
importancia fisiologica de alteracion del medio hormonal en el ejercicio se relaciona
mas con el estimulo de produccion hepatica de glucosa que con el aumento de

utilizacion de ésta.

B. Adaptaciones circulatorias.

Durante el ejercicio el mayor requerimiento de oxigeno por los musculos es
solventado por un aumento del aporte sanguineo a ellos debido a que el corazén bombea
mas sangre por minuto y a que se desvia sangre desde los tejidos menos activos hacia el
sistema muscular. Para ello, aumenta la presion sanguinea arterial (PA). El aumento del
volumen sistolico (VS) del corazon supone que se expulse mayor volumen de sangre
hacia la aorta durante la sistole. Si la resistencia periférica de las arteriolas permanece
constante, la distension de las arterias debe aumentar para dar cabida a esa masa de
sangre, y la presion sistolica se eleva a un nivel mayor antes de que el flujo de salida
pueda equilibrar el flujo de entrada. La PA es afectada por la postura corporal ya que al
pasar del decubito a posicion parada se produce caida momentanea de la presion a
consecuencia del menor retorno venoso.

La adecuacion del flujo sanguineo a las necesidades metabolicas de los tejidos
comprende la dilataciéon de las arteriolas en los tejidos activos y la constriccion
compensatoria de arteriolas en tejidos menos activos (piel y o6rganos abdominales). El
corazon y el cerebro requieren una irrigacion buena en todo momento y no participan en
la vasoconstriccion compensatoria del ejercicio. El calibre de los vasos es regulado por
factores nerviosos, mecanicos y quimicos. La vasodilatacion del musculo esquelético
durante el ejercicio se debe a la accion directa de modificaciones quimicas locales sobre

los vasos sanguineos como una mayor concentracion de 4cido lactico.

C. Adaptaciones cardiacas.
La frecuencia cardiaca (FC) normal oscila entre 60 y 100 latidos/min. siendo mayor

en las mujeres que en los hombres. Existe una tendencia a que la FC sea mas baja en
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personas que tienen una buena condicion fisica que en las personas no deportistas.
Durante el ejercicio existe un aumento evidente de la FC dependiendo de la velocidad y
duracion del ejercicio, el estado emocional, la temperatura ambiente, la humedad y la
capacidad fisica del individuo. La maxima FC tiene lugar en la fase estable del ejercicio
tiene una relacidon con la cantidad de trabajo realizado, influyendo el tipo de ejercicio
sobre el incremento de la FC. Existe un mayor aumento en ejercicios de velocidad
(carreras) y menor en los de fuerza (lanzamientos), siendo en los ejercicios de

resistencia (carreras de fondo) la FC es intermedia.

D. Adaptaciones respiratorias.
- Consumo de O2 y ventilacién pulmonar.

El consumo normal de oxigeno para varon adulto joven en reposo es de 250 ml/min.,
pero en condiciones extremas este valor puede llegar a 3.600 ml/min.sin entrenamiento,
4.000 ml/min con entrenamiento deportivo y 5.100 ml/min. en un corredor de maraton
masculino. El consumo de oxigeno y la ventilacién pulmonar total aumenta unas 20
veces desde el estado de reposo al de ejercicio de intensidad maxima. La capacidad
respiratoria maxima es cerca del 50 % mayor que la ventilacion pulmonar real durante
el ejercicio maximo, lo que ofrece un elemento de seguridad para los deportistas
dandoles ventilacion adicional en casos de ejercicios a grandes alturas, ambientes muy
calidos o anormalidades en el aparato respiratorio.

-Efecto del entrenamiento sobre la VO, max.
El consumo de O, bajo un metabolismo aerdbico maximo (VO,max) en periodos de
entrenamiento cortos (2-3 meses) s6lo aumenta el 10 %. Sin embargo, los corredores de
maraton presentan un VO, max. alrededor del 45 % superior al de las personas no
entrenadas. En el ejercicio maximo se incrementa al triple (64 ml/min.) la capacidad de

difusion con respecto al estado de reposo (23 ml/min).

E. Adaptaciones en sangre.

-Los efectos del ejercicio sobre los eritrocitos.
El recuento de globulos rojos de la sangre con frecuencia estd aumentado en los
primeros momentos del ejercicio, probablemente por simple hemoconcentracion
(transferencia de liquido sanguineo a los tejidos). Durante ejercicios prolongados el

liquido pasa a la sangre por lo que hay hemodiluciéon y un esfuerzo muy agotador puede
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causar incremento de la destruccion de los globulos rojos como consecuencia de
compresiones capilares por la contraccion muscular y el aumento del flujo sanguineo,
sobre todo en los individuos sedentarios que practican esporadicamente actividades
fisicas.

-Modificaciones de los globulos blancos durante el ejercicio.
El ejercicio incrementa el recuento leucocitario ya que en los primeros momentos del
gjercicio intenso el aumento relativo de los leucocitos se debe sobre todo al mayor
nimero de linfocitos, pero si el ejercicio se prolonga la elevacion depende casi
exclusivamente del aumento de neutréfilos. Este aumento se produce muy répidamente
y se han registrado cifras de 35.000/mm’. Esto es debido a que un gran nimero de
células que durante el reposo permanecen adheridas a las paredes de los vasos son
arrastradas a la circulacion por el aumento del volumen y la velocidad del flujo
sanguineo. Cuando mayor es el grado de estrés asociado con el ejercicio, mayor es la
elevacion de leucocitos. El ejercicio extenuante determina mayor secrecion de
hormonas de la corteza suprarrenal y uno de los efectos causados por éstas es la
disminucién de los eosinofilos sanguineos.

-Coagulacion de la sangre y fibrinolisis.
El ejercicio acentia la coagulacion de la sangre y hay un aumento de la actividad
fibrinolitica. Inmediatamente después del ejercicio se acorta el tiempo de coagulacion,

pero se normaliza a las pocas horas.

F. Adaptaciones en el medio interno.

El agua corporal total estd determinada por un equilibrio entre los ingresos y las
pérdidas hidricas.
Durante el ejercicio se produce una hemoconcentracion, es decir, una mayor
concentracion de hematies, hemoglobina y proteinas plasmaticas.

El mecanismo basico consiste en el paso de liquido desde la sangre hacia los espacios
misticos por el aumento de la presion sanguinea de los capilares musculares y a un
incremento de la presion sistolica durante el ejercicio a lo que se suma una transpiracion
excesiva. Durante el ejercicio prolongado en tiempo caluroso hay que beber agua con
frecuencia para reponer liquido corporal que se pierde con la transpiracion, pero el
cuerpo no retiene el agua si ésta no se acompana de sal.

El flujo sanguineo renal suele ser menor durante el ejercicio y hasta una hora después de
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realizado, y la magnitud de esa disminucion se relaciona con la intensidad del ejercicio
y con el grado de agotamiento producido.

Durante el ejercicio la excrecion renal de agua disminuye, debido a que la
secrecion de ADH aumenta, al principio como consecuencia del estrés y de estimulos
emocionales, y mas adelante por la deshidratacién que puede causar la transpiracion
intensa. Los rifiones tienen un papel importante en la eliminacion del acido (lactato y
piruvato) producidos en exceso durante el ejercicio vigoroso. Esto se demuestra

midiendo el pH de la orina que desciende durante el ejercicio intenso.

1.1.3. Efectos beneficiosos del ejercicio fisico.

El cuerpo humano requiere para mantenerse funcionalmente activo realizar
ejercicio fisico de forma regular. A lo largo de la vida se van reduciendo normalmente
las oportunidades de realizar ejercicio fisico conforme nos hacemos adultos y tendemos
a disminuir la actividad fisica, lo que supone un deterioro de la capacidad funcional en
las personas inactivas ya que el ejercicio fisico es fundamental para un mantenimiento
optimo del sistema cardiovascular y muscular. Es importante comprender los
mecanismos por los que el ejercicio puede mejorar la salud, la capacidad funcional y la
calidad de vida. Precisamente, uno de los objetivos de las sociedades desarrolladas sea
la mejora de la calidad de vida de la poblacion en todos los aspectos. Para ello, los
individuos necesitan aumentar la practica del ejercicio fisico con el fin de conseguir el
proposito anteriormente sefialado ya que se dispone de datos que avalan su promocion
generalizada como una medida efectiva, segura y practica para la mejora de la salud y

prevencion de enfermedades.

Sin embargo, en las sociedades desarrolladas resulta paraddjico que a pesar de
la mejora progresiva en la salud publica prevalece un estilo de vida sedentario debido al
desarrollo tecnoldgico que conlleva a un incremento de las patologias cronicas
degenerativas, causado entre otros factores por una disminucion de la actividad fisica

diaria.(Molina, E., 2002).

Hay que tener en cuenta que es preciso para obtener los beneficios asociados al

ejercicio fisico realizarlo con una intensidad adecuada en cada caso necesitdndose una
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planificacion, frecuencia, duracion y tipologia correctas, teniendo en cuenta la edad de
la persona ademas de otras caracteristicas individuales. De no ser asi, en una
preparacién excesiva se puede ocasionar manifestaciones adversas fisioldgicas o
lesiones médicas que conducen a una situacion de fatiga cronica y al sindrome del

sobreentrenamiento. (Cordova, A., 2000).

Un trabajo sedentario o uno de continuo esfuerzo fisico no es beneficioso para la
salud sino que habra que desarrollar una actividad fisica complementaria en cada caso
que permita potenciar la calidad de vida para poder ejercer correctamente la actividad
laboral evitando numerosas patologias.

No es lo mismo la actividad fisica y el ejercicio fisico aunque se suelen emplear

como términos sindnimos cotidianamente, como se refleja en la literatura cientifica:

= Actividad fisica es el “movimiento del cuerpo humano producido por la
contraccidon muscular que genera un gasto energético por encima del nivel
metabolico de reposo. Entonces el ejercicio fisico serd una forma de actividad
fisica, y ésta podré ser laboral o referirse a actividades realizadas en el hogar,
actividades de tiempo libre, transporte, entrenamiento, deportivas....” segun
(Lopez LM., Lucia A., 2002).

» Ejercicio fisico siguiendo a los mismos autores, es el “movimiento corporal
planificado, estructurado y repetido, realizado para aumentar o mantener uno o

mas componentes de la forma fisica”.

El objetivo de la OMS en su informe “Salud para todos” en el afio 2000 era
“incrementar hasta el 30% la proporcion de personas de 6 o mas afios que realizan de
forma regular, actividad fisica ligera o moderada durante al menos 30 minutos al dia”.

El objetivo no se cumplié (Esteban Fernandez, E., 2004).

La inactividad fisica conlleva una serie de gastos econdmicos y sanitarios. El
programa disefiado por la O.M.S. denominado The Global Burden of Disease Study
afirma que el sedentarismo es uno de los héabitos perjudiciales que amenazan a la salud
(Erikssen, G., 2001).

Los efectos de la inactividad fisica sobre la salud son muy parecidos a los que
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origina la obesidad: una mayor mortalidad total, mayor morbilidad para enfermedades
cardiovasculares (estos datos los avalan estudios epidemiologicos de los tultimos 50
afios, siendo la principal causa de muerte en E.E.U.U (45,20%) y otros paises.), para
accidentes cerebro-vasculares, para el cdncer de colon, para la diabetes de tipo 2, para la
hipertension y para las hiperlipemias. (Pi-Sunyer, FX., 1999; Seidell, JC., et al, 1999).
Si a la inactividad fisica se une el consumo de tabaco aumentan las enfermedades

infecciosas en las mujeres mayores (Leveille, SG., et al, 2000).

Por tanto, es recomendable la préctica del ejercicio para mejorar el estado de salud
de las personas mayores a la vez que se disminuirian los costes sanitarios. (Stearns, SC.,

etal, 2001).

# Los efectos favorables del ejercicio son numerosos e importantes como enumero
continuacion (Lopez, LM., 2002):

0 Disminuye la grasa corporal y aumenta la masa magra, aumentando la fuerza y
resistencia de los musculos y el contenido mineral del hueso.

0 Disminuye el LDL-colesterol y aumenta el HDL-colesterol, previniendo la
aterosclerosis.

0 Mejora la capacidad aerobia y es util en la prevencion y rehabilitacion de las
patologias cardiovasculares, metabodlicas y degenerativas del aparato locomotor.

0 Efectos cardiovasculares: descenso FC en reposo, aumento del volumen latido y VO,
max.

0 Disminuye las cifras de presion arterial.

0 Previene contra la litiasis biliar.

0 Aumenta la sensibilidad a la insulina y mejora la diabetes.

0 Mejora la funcién inmunitaria.

0 Ejerce un efecto protector frente a algunos tipos de cancer.

0 Previene contra el estrés, la depresion, la ansiedad y mejora la autoestima ya que
mejora el aspecto fisico, a la vez que facilita el descanso nocturno.

0 Mantiene el equilibrio psicologico y afectivo.

0 Estil en la lucha contra las adicciones o héabitos toxicos.

0 Influye en la duracion y calidad de vida

0 Mejora la condicion fisica general y durante el embarazo y el envejecimiento en
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particular.

Un paso significativo en los ultimos afios ha sido el creciente interés dentro del
ambito de la psicologia por el estudio de los efectos del ejercicio fisico sobre la salud
mental. Existen varios mecanismos posibles a través de los cuales un individuo puede
beneficiarse psicologicamente del ejercicio. Los estudios incluyen investigaciones
psicofisioldgicas, como por ejemplo, la relajacion muscular, efectos termogénicos y
cambios en las ondas cerebrales (Hartfield, DB., Landers, DM., 1997);
psicobioquimicas, como el estudio de los niveles de catecolaminas y la liberacion de
opidceos endogenos, (Harbor, V.J., Sutton J.R., 1994) y explicaciones desde el punto de
vista de la psicologia social sobre la mejora de la autoestima y la percepcion de la
eficacia. Asi en la siguiente tabla se muestran las ventajas del ejercicio fisico sobre la

salud mental (De Vries, HA., 1987):

MEJORA DISMINUYE
e El rendimiento laboral vy e Los trastornos del suefio.
académico. e La depresion.
e La asertividad. e Laansiedad.
e El equilibrio emocional. e Las fobias.
e Lamemoria. e Las conductas tipo “patrén A”.
e Mejora el estado de animo. e Laactivacion fisiologica.
e La capacidad de autocontrol. e Los dolores de cabeza.
e La capacidad perceptiva. e La agresividad, irritabilidad y
e Lasociabilidad. sentimientos de ira.
e La autoimagen corporal. e El abuso de sustancias toxicas.

Tabla LI.1. En esta tabla se muestran los cambios positivos que produce el ejercicio fisico sobre la

salud mental.

En cuanto a la relacion entre el ejercicio fisico y el envejecimiento se desconoce
actualmente si gran parte del deterioro de la funcién mitocondrial que acompaiia al
envejecimiento es consecuencia del propio proceso involutivo o por el contrario se debe
a una paulatina disminucion de la actividad fisica en las personas mayores. En estos

individuos sin experiencia deportiva, el entrenamiento aerobio realizado durante algunas
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semanas hace que aumente la actividad de las enzimas mitocondriales y la produccion
de ATP en los miocitos (Lim, S., et al, 2000).

El ejercicio aerobio y el que se produce de manera extenuante requiere un gran
consumo de oxigeno, lo que aumenta la produccidon de EROs responsables de
alteraciones intracelulares, y sobre todo las que afectan a las mitocondrias. Las EROs
disminuyen los sistemas defensivos celulares ya que reducen los depositos de vitaminas
antioxidantes y del glutation. Sin embargo, los antioxidantes enzimaticos como los no
enzimaticos son capaces de adaptarse a los efectos del ejercicio, sea agudo o cronico.

Se ha demostrado que el ejercicio, en dependencia de su intensidad, frecuencia y
duracion aumenta el numero de las mitocondrias musculares asi como su contenido, ya
que se incrementa su volumen y la actividad de las enzimas mitocondriales, lo que
supone que aumenta la sintesis de ATP por gramo de musculo. Uno de los objetivos de
la biogénesis mitocondrial asociada al ejercicio es la de disminuir las alteraciones

causadas por ¢éste cuando se eleva progresivamente.

1.2. Ejercicio fisico v sistema inmunitario.

El sistema inmune es un complejo sistema integrado por un conjunto de células y
moléculas para la defensa de nuestro organismo. La caracteristica principal de €ste es la
capacidad de reconocer especificamente antigenos y desarrollar una respuesta efectora
frente a ellos, provocando su destruccion o anulacion funcional. Por tanto, es un eficaz
sistema de defensa frente a potenciales microorganismos o agentes extrafios que
penetren en el cuerpo, o bien frente a transformaciones de células en tumorales. La
clave del sistema inmune esta en el reconocimiento de lo propio frente a lo extrafio. El
sistema inmune nos define y nos defiende, asi hace posible la vida. Su fracaso conlleva
la enfermedad, incluso la muerte. La eficacia de esta respuesta se fundamenta en la
activacion de células efectoras, que incluyen a los linfocitos y a las presentadoras de
antigeno o accesorias, y también en la produccion de anticuerpos (Prieto, A., et al,
1997).Sin embargo, la inadecuada generacion de esta respuesta puede producir efectos
letales en el propio huésped, provocando reacciones inflamatorias y dafio tisular (Prieto,
A., et al, 1997b).

En la actualidad se ha asumido que el sistema inmunitario es un excelente

indicador del estado de salud del individuo y de su longevidad (Wayne, SJ., et al, 1990).
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El ejercicio fisico influye en los componentes celulares y moleculares del SI. Para
poder comprender como el ejercicio puede influir en el sistema inmunitario hay que
tener presente el funcionamiento de este sistema en el organismo, sabiendo que la clave
del sistema inmunitario estd en el reconocimiento de lo propio de lo extrafio con la
finalidad de eliminar esto Ultimo para mantener asi la homeostasis. El S.I esta
constituido por una variedad de células con multiples y complejas formas de
comunicacion. Todo el conjunto de mecanismos que utilizan estas células para llevar a
cabo su funcion se denomina “respuesta inmunitaria”. El SI se divide en innato o
inespecifico, en el que intervienen fagocitos, células NK y factores solubles y adquirido

o especifico en el que actian los linfocitos.

El SI no funciona aislado sino que lo hace en conexién con los otros sistemas
reguladores del organismo: el sistema nervioso (SN) y el sistema endocrino (SE). La
comunicacion bidireccional entre los sistemas reguladores fue puesta de manifiesto por
Besedovsky y cols siendo posteriormente confirmada. (Downing, J., Miyan, J., 2000).
El S.I. recibe informacién de estimulos no cognoscitivos (infecciones, células tumorales
o extrafas...) enviando dicha informacion a través de las citoquinas producidas al
sistema neuroendocrino (S.N.E), que a su vez capta estimulos cognoscitivos (luz,
sonido, etc...) a los que responde, y sus mediadores que son los neurotransmisores y las
hormonas llegan al SI informandole de la situacion. Por tanto, podemos decir que existe
un sistema neuroinmunoendocrino que permite el mantenimiento de la homeostasis

corporal.

El ejercicio fisico incide en la homeostasis corporal, en los sistemas fisioldgicos y
en su regulacion. Podemos considerar que los aspectos fisiologicos que se ven
afectados en la realizacion del ejercicio fisico son:

- Funcion muscular.

- Metabolismo celular.

- Nutricion.

- Sistema cardiovascular.
- Sistema respiratorio.

- Sistema neuroendocrino.

- Sistema inmunitario.
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- Aspectos psicologicos.

Los efectos del ejercicio fisico en el sistema inmunitario van a ser complejos y
variados al considerar la complejidad del sistema inmunitario como del proceso del
ejercicio. (De la Fuente M, 2002). Las consecuencias del ejercicio en el sistema
inmunitario dependeran de:

& tipo, intensidad y duracion de la actividad fisica realizada.

¢ ¢l estado previo del individuo (no es lo mismo una persona sedentaria que un
deportista habitual).

¢ cl momento de la valoracion inmunitaria (inmediatamente tras la finalizacion de una
actividad fisica o transcurrido un tiempo después de haber finalizado la misma).

¢ cl estrés que suponga a cada persona la realizacion de la actividad fisica. Esto
adquiere especial relevancia ya que el ejercicio fisico es un modelo de estrés

clasicamente establecido (Salit, M., 2003).

Por ello, durante el ejercicio fisico puede darse la estimulacion del eje
hipotalamico-hipofisario-adrenal, con la produccion de ACTH y glucocorticoides, asi
como la estimulacién del S.N.S y el aumento de catecolaminas, lo que va a influir de
forma clara en el sistema inmunitario. Por tanto, hay que diferenciar el efecto del estrés
que produce el ejercicio sobre el sistema inmunitario del efecto del ejercicio en el
organismo sin considerar el estrés. (Maya, A., et al, 1998).

La existencia de una relacion entre el ejercicio y el sistema inmune se ha
comprobado cientificamente por Eberhardt (1.973) en un estudio donde puso de
manifiesto que un ejercicio fisico intenso conduce a cambios funcionales del organismo,
entre los que pueden destacarse los cambios que experimentan los mecanismos

inmunologicos.

Posteriormente (Fitzgerald, L., 1999), realiza una publicacion en la que se afirma
que:”El ejercicio intenso y de larga duracion puede causar deficiencia inmunolégica,
mientras que el ejercicio moderado y con entrenamiento mejora la funcion inmunitaria”.
Era un hecho conocido que los deportistas de competicion son mas susceptibles a las
infecciones y a una mayor gravedad de ciertas enfermedades relacionadas con el sistema

inmune. Los efectos de una actividad fisica moderada son menos conocidos, pero
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parecen ser beneficiosos para el sistema inmune. (Marcos Becerro, JF., De la Fuente,
M., 2000).

Sin embargo, en la década de los 90 todavia no se tiene claro ni se saben con
exactitud los mecanismos del efecto que el ejercicio, en sus diferentes caracteristicas
tiene en la funcidon inmunitaria, lo que resefia Simon (1.991):”No hay evidencia de que

la actividad fisica altere la susceptibilidad a la infeccion”.

1.2.1. El efecto del ejercicio fisico en las células inmunitarias.

Existen estudios que han demostrado que la préctica de ejercicio moderado
puede estimular la eficacia del sistema inmunitario, mientras que el estrés originado por
el entrenamiento excesivo y prolongado en el tiempo en atletas puede alterar su
funcién.(Cordova, A., 1997).Los deportistas profesionales estan sometidos a una gran
tension y esfuerzo tanto fisico como mental, lo que podria suele causar cambios
neuroendocrinos y cardiovasculares que contribuyen a alteraciones del sistema inmune

(Reighlin, S., 1993, Laperriere, A., et al, 1994).

La realizacion de un ejercicio fisico intenso provoca un incremento en la
secrecion de catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) que contribuyen ampliamente a
modificar parametros de la respuesta inmunologica (Laperriere, A., et al,. 1994). Las
catecolaminas tienen su papel en la modulacion inmune tras el ejercicio ya que
provocan leucocitosis y linfocitosis, afectando también a la distribucién y funcién de
sus respectivas poblaciones celulares (Keats, D., et al, 1988). Podemos decir que el
efecto general de la accion de la descarga de catecolaminas como respuesta al estimulo
provocado por la practica de ejercicio fisico es un efecto inmunosupresor (Keats, D., et
al, 1988). Ademas, se produce simultdneamente una descarga de corticoesteroides que a
su vez provocan una respuesta de inmunosupresion. Los corticoesteroides producen un
descenso en la proliferacion de linfocitos, un descenso en produccion de interleuquina-2
(IL-2) y una disminucién de la expresion de receptores para IL-2. Por tanto, el ejercicio
fisico intenso provoca desencadenamiento de una respuesta inflamatoria, lo que a su vez
estimula la secrecion adrenocortical y a su vez produce la activacion de las células
inmunes (Keats, D., et al, 1988; Mazzeo, RS., 1994).

La respuesta se refleja en modificaciones bioquimicas, endocrinas, hematologicas,
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fisiologicas, etc. que pretenden llevar al organismo a su situacion homeostatica
favorable. Los cambios en la respuesta inmunologica se pueden acompafiar de
alteraciones generales y tisulares locales que cursan con patologia inflamatoria (Sigal,
LH., Ron, Y., et al, 1994; Laperriere, A., et al, 1994).

Se realizaron en primer lugar estudios sobre los cambios cuantitativos de las

células inmunocompetentes tras realizar actividad fisica. Hay diversos estudios
publicados que constatan que tras la realizacion del ejercicio fisico se produce una
leucocitosis, aumentando unas subpoblaciones celulares y disminuyendo otras, aunque
hay que destacar que no existe un acuerdo unanime al respecto (Cannon, JG., 1993),
(Pedersen, BK., Hoffman-Goetz, L., 2000). Parece demostrado que la leucocitosis es
proporcional a la concentracion plasmatica de las catecolaminas, que aumentan con la
intensidad y duracion del ejercicio fisico (Laperriere, A., et al, 1994). La proliferacion
de linfocitos esta causada por la secrecion de citoquinas que se producen como

consecuencia de la hipertermia en el ejercicio.

Se ha tardado mas tiempo en obtener una exhaustiva informacidon sobre los
cambios que suceden en la funcion de las células de sistema inmune con el ejercicio. Se

ha realizado un estudio con el objetivo de observar las variaciones que experimenta la

funcionalidad de las células inmunitarias (linfocitos, fagocitos y células NK) en
personas y animales de experimentacion que se someten a diversas modalidades y

programas de ejercicio.

En humanos se estudi6 la funcion inmunoldgica en grupos de deportistas de élite
(ciclistas, atletas, piragiiistas, judocas y baloncestistas) como grupo sometido a un
sobreentrenamiento, un segundo grupo formado por estudiantes del INEF como grupo
con entrenamiento pero moderado y un tercer grupo de sedentarios a los que se somete a
ejercicios puntuales. (Fernandez, MD., et al, 1996).

En los animales de experimentacion se utilizaron ratas, ratones y cobayas a los
que sometieron a ejercicio fisico (carrera en tapiz rodante y natacion), analizando los
efectos de estos ejercicios tanto de forma esporadica como en diferentes programas de
entrenamiento. Se observaron también en cada grupo experimental las diferencias en

cuanto a sexo.
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En cada una de las células inmunitarias estudiadas se estudiaron sus funciones

mas representativas:

a. En los linfocitos (de distintos oOrganos inmunocompetentes en los
animales y de sangre humana), su capacidad de adherencia a los
endotelios vasculares y su movilidad hasta llegar al determinante
antigénico, asi como su proliferacion. Se observo que Unicamente un
entrenamiento moderado aumenta la actividad de los mismos, mientras
que tanto los ejercicios agudos como el sobreesfuerzo la inhiben.

b. En los fagocitos (macrofagos peritoneales de animales de
experimentacion y neutrofilos circulantes en los humanos) la adherencia a
tejidos, la movilidad hacia el foco infeccioso o quimiotaxis, la ingestion
de material extrafio, y la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) para destruir el material ingerido, siendo el anidon superoxido el
primer radical libre que producen los fagocitos. Unicamente algunos
ejercicios agudos y estresantes disminuyen su funcionalidad mientras
que otros ejercicios agudos y el entrenamiento la aumentan. Un
sobreentrenamiento tanto en los deportistas de ¢lite como en los animales
de experimentacion consigue disminuirla.

c. En las células NK se analizaba su capacidad de lisis frente a células
tumorales. El entrenamiento mejora dicha funciéon mientras que los

ejercicios agudos no la afectan o la disminuyen.

En conclusion, en relacion al efecto del ejercicio fisico en el sistema inmune
podemos afirmar que un ejercicio intenso y prolongado es perjudicial mientras que el
moderado no influye o es beneficioso, teniendo en cuenta el estado fisiologico del
individuo, asi como si es sedentario o es deportista habitual. Por ello, los estudiantes de
INEF tenian una funcién inmune mejor que los sedentarios, mientras que los deportistas
de alta competiciobn presentaban una inmunodepresion. Los ejercicios puntuales

realizados por sedentarios disminuyen la funcién inmunitaria.

Tras la realizacion de actividad fisica la B-endorfina parece ser la que mejor se
relaciona con la mejoria inmunitaria que se manifiesta con el ejercicio fisico moderado.

Hay una mejor respuesta a los efectos positivos del ejercicio en las hembras y en las
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mujeres que en los machos y en los hombres. (Ortega, E., 1991, Ferrandez, MD., 1994,
Ferrandez, MD., De la Fuente, M., 1995).

1.2.2. Ejercicio fisico y sistema inmunitario en el envejecimiento.

Para entender las ventajas que tiene la actividad fisica en el proceso de
envejecimiento hay que buscar las causas de este proceso y en particular como lo hace

el sistema inmune.

® El proceso de envejecimiento.

En el envejecimiento se producen una serie de alteraciones funcionales debido a
una variacion en la homeostasis corporal, pudiéndose desencadenar distintas patologias.
Es de destacar que de las mas de 300 teorias que segin Medvedev (Medvedev, Z.,
1990) se han enunciado sobre el proceso de envejecimiento, la de los “radicales libres”,
propuesta por Harman en 1956 (Harman, D., 1956) y desarrollada posteriormente por él
mismo (Harman, D., 1986) y otros investigadores como Miquel (Miquel, J., 1998,
Miquel, J., et al, 1980), es probablemente la mas aceptada. Los radicales libres (RL) de
oxigeno que se originan en nuestras células como consecuencia de la utilizacion del
oxigeno para la respiracion celular, son altamente reactivos y por ello son capaces de
dafiar todos los tipos de biomoléculas (proteinas, lipidos y material genético) en las
células. El organulo celular mas afectado es la mitocondria, ya que en ella se lleva a
cabo la respiracion celular. Parece cada vez mas confirmado que el dafio mitocondrial
producido por los RL origina una pérdida de capacidad energética en las células que
conduce al envejecimiento y necrosis celular y a largo plazo a la muerte del individuo
(Miquel, J., et al, 1980).

Las células han desarrollado defensas antioxidantes cuya accion es impedir la
formacion de RL o neutralizar a los mismos una vez generados, pero estos sistemas
aunque protectores no son perfectos y cuando la produccion de ROS es muy elevada
superando a las defensas antioxidantes se produce un estrés oxidativo con el resultado

de dafio celular (Sies, H., 1996).

El oxigeno es imprescindible para la vida y las ROS, en determinadas cantidades,

M® Carmen Garcia Morales 37




Tesis Doctoral. INTRODUCCION

son necesarias para muchos procesos fisiologicos fundamentales para la supervivencia
del organismo (Knight, JA., 2000), (Cascales, M., 1999). Por tanto, el buen
funcionamiento del organismo depende de un perfecto equilibrio entre los niveles de
prooxidantes y de antioxidantes. Si se produce un exceso de oxidantes o un déficit de
antioxidantes rompiéndose el equilibrio se produce un estrés oxidativo que conlleva al

envejecimiento. (Sastre, J., et al, 2000).

B Influencia del ejercicio fisico en el sistema inmune en el envejecimiento.

La practica de ejercicio fisico moderado mejora la funciéon inmunitaria en la

vejez como se muestra en diversos estudios realizados y se resume en la siguiente tabla:

CELULAS FUNCION EJERCICIO EN VEJEZ
Adherencia Disminuye (=adulto)
Migracion Aumenta(=adulto)
1.Fagocitos Fagocitosis Aumenta(=adulto)
Produccion de ROS Disminuye (=adulto)
Produccion de TNFa Disminuye (=adulto)
Adherencia Disminuye (=adulto)
Migracion No afecta (=adulto)
2. Linfocitos Proliferacion Aumenta(=adulto)
Produccion de 1L-2 Aumenta(=adulto)
3. Células NK Citotoxicidad Aumenta(=adulto)

Tabla 1.2. Cambios del adulto-joven al mayor en diferentes funciones de las células inmunitarias.

Papel del ejercicio fisico moderado.

[ | Cambios en el sistema inmunitario con la edad.

La inmunosenescencia es el deterioro del sistema inmune con el envejecimiento
y es crucial en la morbilidad y mortalidad que se produce en esta etapa de la vida
(Wayne, SJ., et al, 1990), como demuestra el aumento en la incidencia y prevalencia de
patologias como las autoinmunes, infecciones y tumores lo que evidencia que el sistema

inmune es mucho menos eficiente.
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La “teoria inmunitaria” propone que los cambios que acontecen en el
envejecimiento se deben en ultima instancia a las alteraciones que se producen en la
inmunidad (Makinodan, T., Kay, M., 1980; Walford, RL., 1997). No se conoce
exactamente lo que sucede en el sistema inmunitario al envejecer debido a lo complejo
del proceso de envejecimiento, a las caracteristicas intrinsecas del sistema inmune y a su
interaccion con los demds procesos fisioldgicos del organismo. Asi, encontramos
bastantes controversias sobre las modificaciones que experimenta la respuesta
inmunitaria en el envejecimiento, ya que hay células inmunitarias que modifican su
capacidad funcional al envejecer pero no todas manifiestan un claro deterioro, incluso
algunas parece que se encuentran mas activadas y otras no experimentan cambios, como
por ejemplo le sucede a los leucocitos de los 6rganos inmunocompetentes y a los de la

sangre periférica.

Ademas, hay que tener en cuenta que los factores nutricionales, psicologicos y
ambientales influyen en la funcidon del sistema inmune, asi como la diversidad
interindividual y la eleccion de edades en las que se efectiian los estudios, que son casi
siempre de tipo transversal. Lo ideal seria realizar estudios longitudinales muy bien
estandarizados para conocer como se produce la inmunosenescencia. Por tanto, los
cambios estructurales y funcionales que aparecen en el sistema inmunitario pueden
deberse a una reestructuracion que afecta a cada componente del sistema y a las
influencias reciprocas entre los mismos (De la Fuente, M., 1998; Pawelek, G., et al,
1999, Ortega E, et al, 2000; Lord, JM., et al, 2001).

A pesar de las discrepancias existe cierta unanimidad al afirmar que las células T
son las mas afectadas en el envejecimiento tanto a nivel estructural como funcional
frente a infecciones y tumores. Se ha comprobado tanto in vivo como in vitro y con
especies con distinta esperanza de vida, que los cambios que se observan en otras
células inmunitarias como los linfocitos B son debidos a las alteraciones de las células
T.

En concreto, con el envejecimiento disminuye tanto la capacidad proliferativa de
los linfocitos T a los antigenos y la produccion de citoquinas reguladoras de funciones
linfoide como la IL-2 y el interferébn gamma o la actividad citotoxica frente a células

infectadas. Se ha postulado que los cambios en la funcionalidad en las células
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inmunitarias en el envejecimiento se deben, en parte, a las alteraciones en los perfiles

de citoquinas que producen los linfocitos (Pawelek, G., et al, 1999, Globerson, A. et al,

2000). Hoy en dia, se piensa que el deterioro de la inmunidad dependiente de las células

T durante el envejecimiento es multifactorial. Los factores que contribuyen a la

inmunosenescencia de los linfocitos T son los siguientes sin precisar aun cudles tienen

una mayor importancia en el proceso:

1.

5.

Con el envejecimiento hay una menor respuesta hematopoyética que puede

deberse a fallos en las células madre o a las citoquinas reguladoras.

Una disminucion en la formacién de células T maduras que puede deberse a una

atrofia que sufre el timo con la edad.

Los cambios numéricos en las subpoblaciones linfoides, como el descenso de los
CD4 frente al aumento de los CD8, o la de los linfocitos T virgenes (CD45RA+)
frente a los T memoria (CD45RO+), que aumentan. Durante el envejecimiento se
aprecia una menor actividad de los linfocitos productores de citoquinas
relacionadas con la inmunidad celular, como la IL-2 y el IFNg, y mayor de los
linfocitos que producen citoquinas implicadas en la inmunidad humoral que
llevan a cabo los linfocitos B, como la IL-4, IL-5 o IL-3. Sin embargo, estos
cambios no coinciden en todas las investigaciones (Pawelek, G., et al, 1999),
(Globerson, A., Effros, R.B, 2000).

Al envejecer los linfocitos se produce una modificacion funcional debido a los
cambios que se producen a nivel de segundos mensajeros por lo que se alteran
las vias intracelulares de sefalizacion (34). Estos cambios pueden incluir
menores niveles de inositol trifosfato (IP3) y diacil glicerol (DAG), diferencias
en las isoformas de la fosfolipasa C (PLC) y de la protein quinasa C (PKC),
menor fosforilacion de ZAP-70, y en general un alterado funcionamiento de

quinasas (MAPK, ERK, JNK, etc).

Las anomalias en la expresion de moléculas coestimuladoras o de sus receptores

pueden ser importantes responsables del deterioro funcional de las células T en el
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envejecimiento, como sucede con la familia de correceptores CD 28 que disminuyen

con la edad y son necesarios para la adecuada activacion de los linfocitos T.

En cuanto a las células NK, a pesar de que su nimero parece aumentar con la edad
su actividad litica frente a células tumorales se encuentra deteriorada, lo que explicaria
la mayor incidencia de tumores con el envejecimiento (Pawelek, G., et al, 1999),

(Medina, S., et al, 1998), (Ferrandez, M.D., et al, 1999).

En los fagocitos es donde se dan las mayores controversias en cuanto a los
resultados encontrados, ya que aunque ciertas funciones de estas células descienden en
la vejez, como su capacidad presentadora, otras se encuentran aumentadas, como sucede
con la produccion del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), su capacidad de
adherencia o la produccion y liberacion de ROS y de especies reactivas de nitrégeno
(RNS) (Ortega, E., et al, 2000), (De la Fuente, M., 2001)( Guayerbas, N., et al, 2002),
(Guayerbas N, et al, 2002b). Esto ha llevado a algunos investigadores ha asegurar que
los fagocitos funcionan aceptablemente durante el envejecimiento y que sus cambios

estan condicionados a las alteraciones que sufren los linfocitos (Lord, JM., 2001).

Hay que tener en cuenta que aunque los estudios realizados in vitro con
poblaciones o subpoblaciones celulares aisladas tienen un alto interés al proporcionar
infomacion sobre los cambios del sistema inmune al envejecer, en el organismo las
células no estdn aisladas y que las alteraciones que tienen lugar en otras células influyen

en las células que estemos estudiando.

Por ello, se ha llevado a cabo un estudio en el que se analizan los cambios que
tienen lugar con la edad en las diferentes funciones de los tres tipos de células inmunes
mas representativas, (fagotitos como los macrofagos peritoneales de ratones y
neutrofilos de sangre periférica humana, linfocitos y células NK) tanto en animales de
experimentacion (ratones) y como en el ser humano cuyos resultados se resumen en la

siguiente tabla:
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CELULA FUNCION ENVEJECIMIENTO

Adherencia Aumenta

Migracion (quimiotaxis) Disminuye

Fagocitosis Disminuye
1. Fagocitos. Produccion ROS Aumenta
Produccion de RNS Aumenta
Produccion TNFa Aumenta
Adherencia Aumenta

Migracion Disminuye

2. Linfocitos. Proliferacion Disminuye

Produccién de IL-2 Disminuye

3. Células NK. Citotoxicidad Disminuye

Tabla I. 3. Cambios del adulto joven al mayor en las diferentes funciones de las células

inmunitarias.

Aunque se ha afirmado que las comparaciones en la inmunosenescencia entre
ratones y humanos es dificil ya que se distinguen en muchos aspectos fisioldgicos, tras
el andlisis de los resultados se evidencia que la evolucion de las modificaciones que
experimentan las funciones inmunitarias con la edad (meses en ratones y afios en
humanos) son iguales. Lo que si es diferente es la evolucion de los cambios a lo largo
de la vida de unas funciones a otras, como también se muestra en la tabla anterior. Asi,
por ejemplo hay funciones que aumentan progresivamente con la edad como la
adherencia, la produccion de TNF-a o de ROS, pero otras como la proliferacion de
linfocitos, la produccion de IL-2 o la actividad NK aumentan en el adulto respecto del
joven y posteriormente disminuyen en la vejez. Existen incluso funciones que van
disminuyendo paulatinamente desde la juventud a la vejez como la quimiotaxis y la

fagocitosis.

Como conclusion, se puede afirmar que con el paso del tiempo el sistema inmune
cambia y se reestructura. Muchos de estos cambio pueden suponer procesos de
adaptacion para intentar mejorar la funcidn inmunitaria, pero lo paraddjico entonces es

el porqué al envejecer se producen mas infecciones y tumores. El hecho de que existan
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mas células memoria que virgenes puede reflejar una mayor respuesta a numerosos
antigenos con el paso de los afos, pero también se puede interpretar como una
compensacion al reducido numero de células virgenes que se generan en el timo que se
va atrofiando o también ser un reflejo de la diferente sensibilidad a la apoptosis.

Los cambios en el sistema inmune con la edad se manifiestan con una menor
respuesta en aquellos aspectos que nos podrian resultar mas beneficiosos, y por otra
parte, con una exagerada respuesta de actividades que, aunque en principio tengan
funcioén defensiva, pueden resultar perjudiciales al producirse en abundancia. (De la
Fuente, M., 1998), (Pawelek, G., et al, 1999), (Lord, JM., et al, 2001). Durante el
envejecimiento, resultan aumentadas las funciones de la inmunidad mas inespecifica,
como la capacidad de adherencia a sustratos titulares, la produccion de ROS, de RNS y
citoquinas como el TNFa. Estas funciones activadas son precisamente las que mas se
relacionan con un asestado de oxidacion en el individuo (Knight, JA., et al, 2000;
Victor, MV, et al, 2002).

Actualmente, las investigaciones se dirigen hacia la profundizacion del
conocimiento de los mecanismos que producen inmunodepresion en la vejez y en
descubrir agentes quimicos o fisiologicos que logren una revitalizacion del sistema
inmune en el envejecimiento para conseguir una mejor calidad de vida en la vejez. Por
tanto, los antioxidantes como agentes quimicos podrian mejorar la funcion inmunitaria
en el envejecimiento, y la practica del ejercicio fisico adecuado seria un aspecto

fisioldgico que permitiria mejorar la funcion inmunitaria en este periodo de la vida.

| Papel del sistema inmune en el envejecimiento.

Los cambios en la funcién inmunitaria que ocurren con la edad pueden suponer
un excelente marcador de la edad biologica del individuo y de su longevidad, de tal
manera que muchas investigaciones se orientan a conocer cuales son las causas de esos
cambios que subyacen al deterioro inmune. Los resultados de las aun insuficientes
investigaciones indican que la inmunosenescencia tiene lugar por los mismos motivos
que producen el envejecimiento de todos los componentes celulares del organismo, y se
deben a la oxidacion por la necesaria utilizacion del oxigeno y la accion dafiina de los
radicales libres (Gracy, RW., et al, 1999).

M® Carmen Garcia Morales 43




Tesis Doctoral INTRODUCCION

El sistema inmune es un claro ejemplo de la necesidad de mantener el equilibrio
oxidantes/antioxidantes para conservar un estado funcional adecuado. Para llevar a cabo
sus funciones las células inmunitarias producen ROS, como por ejemplo los leucocitos
activados (Pawelek G, et al, 1999), teniendo en cuenta que son especialmente sensibles
a la oxidacion debido al alto grado de acidos grasos poliinsaturados de sus membranas,
la sefalizacion intracelular relacionada con esas membranas y la expresion genética que
se necesita para el desempefio de su funcién defensiva. Por todo ello, en las células
inmunitarias resultan crucial mantener dicho equilibrio ya que puede determinar su
capacidad funcional (De la Fuente, M., 2002). Los cambios que se producen en la
funcionalidad de las células inmunes con el envejecimiento se deben al estrés oxidativo

crénico que experimentan las mismas con el paso del tiempo.

Las células inmunes en su tarea defensiva ejercen una respuesta inflamatoria,
produciendo factores proinflamatorios como TNFa, ROS y RNS que permiten la
inflamacion y la eliminacién de lo extrafio. Estos factores proinflamatorios se
encuentran aumentados al envejecer se estd construyendo una nueva teoria del
envejecimiento, la “teoria inflamatoria”. Se conoce que un factor de transcripcion, el
NF-kB, implicado en la expresion de genes de compuestos oxidantes e inflamatorios
como el TNFa, las enzimas del tipo oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), productora
del 6xido nitrico y de RNS, o la ciclooxigenasa 2 (COX-2), productora de ROS,
manifiesta una gran activacion en las células inmunitarias en situaciones de estrés
oxidativo (Knight JA., 2000, Cascales, M.,1999) como sucede con el envejecimiento

(De la Fuente, M., 2002).

Podriamos considerar que el sistema inmune con el paso del tiempo se va enfrentando a
agentes extrafios lo que provoca que el equilibrio oxidantes/antioxidantes se incline a
favor de los primeros ocasionando un estrés oxidativo cronico que se acentiia en las
células inmunes por su produccion de factores oxidantes e inflamatorios en su labor
defensiva. Como consecuencia de ese dafio oxidativo, se produciria un descenso en la
capacidad reguladora de estas células sobre su propio equilibrio redox, lo que a su vez
repercutiria en una sefalizacion intracelular alterada (Pawelek, G., et al, 1999). En este
sentido la comunicacion entre los sistemas reguladores estaria deteriorada, es decir,

existirian fallos en la comunicacién neuroinmunoendocrina (Fabris N,1999) de lo que
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existen evidencias experimentales que avalan esta idea de que al envejecer se modifica
la respuesta del sistema nervioso, la del inmunitario y la del endocrino, asi como la
comunicacion entre ellos (De la Fuente, M., et al, 2001); considerando al estrés
oxidativo como causa de tal deterioro de los sistemas reguladores y de su comunicacion
que conduce a alteraciones homeostaticas que aumentan la morbilidad con el

envejecimiento.

1.2.3. Efecto de los antioxidantes en el sistema inmunitario.

Tanto una correcta nutricion como el adecuado ejercicio fisico actuarian como
revitalizadores de la funcion inmunitaria. La nutricion es, ademas un factor
determinante de la capacidad inmunitaria (Meydani, SN., Ericsson, KL., 2001) ya que va
a incidir de forma decisoria en el desarrollo y posterior funcionalidad de nuestro sistema
defensivo incluso regulando la funcion del mismo. Todos los nutrientes son importantes
pero hay algunos que resultan criticos para un mantenimiento 6ptimo de dicha funcion,
como son los micronutrientes como el zinc, el selenio, las vitaminas C, E B6 y el acido
linoleico. La malnutricion puede conllevar a una inmunodeficiencia y la baja calidad de
la dieta puede incidir negativamente en la respuesta inmunitaria (De la Fuente M,
2002). Podriamos establecer dos estrategias nutricionales para mantener en Optimo
estado el funcionamiento del sistema inmunitario. Una seria la administracion de
mayores niveles de nutrientes antioxidantes muchos de los cuales tienen también
caracter antiinflamatorio, para poder equilibrar el balance celular entre los niveles de

oxidacion e inflamacion con los de las defensas antioxidantes.

La otra estrategia seria una menor producciéon de oxidacion a través de la
restriccion calodrica, que mejora la funcionalidad de las células inmunitarias. El papel
que ejerceria la restriccion caldrica parece llevarse a cabo a través de la modulacion
que sobre la expresion de una serie de genes siendo muchos de ellos los implicados en
la expresion de los factores oxidantes/ antioxidantes (Pahlavani, MA., 2000). Se ha
comprobado que la restriccion caldrica incide sobre factores de transcripcion,

reduciendo la activacion que tiene lugar con la edad en factores como el NF-kB.

Los compuestos antioxidantes que presentan la capacidad de impedir la formacion
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de ROS, de neutralizarlas y por lo tanto de controlar la oxidacion, pueden ser
endogenos o exdgenos. Los enddgenos se encuentran en nuestro organismo para
mantener la existencia de unos niveles de ROS necesarios para el funcionamiento
corporal, evitando una superproduccion o su acumulacion y paralelamente los efectos
patologicos que los ROS desencadenan (De la Fuente, M., 2000). Si se produce una
disminucién de los niveles de antioxidantes enddgenos, lo que suele suceder por un
gasto en la neutralizacion del exceso de ROS, los mismos se pueden incorporar a través
de la dieta o mediante la suplementacién de cantidades apropiadas de antioxidantes
exogenos entre los que se encuentran ya una lista considerable de compuestos siendo
los més conocidos la vitamina C, la E o los carotenos y otros como el acido lipoico, los
flavonoides y aquellos de tipo tidlico que aumentan los niveles intracelulares de

glutation reducido (GSH).

Numerosos estudios se han realizado para determinar si las defensas antioxidantes
declinan con la edad y estan basados en las mediciones de las enzimas y compuestos
con funciones antioxidantes:

#® Actividad o expresion de SOD. Las referencias sobre el comportamiento de
la actividad de esta enzima durante el envejecimiento son contradictorias.

# Catalasa (CAT). En mamiferos, el comportamiento de esta enzima con la
edad es diferente segun el tejido, ya que disminuye en rifion e higado y
tiende a aumentar en corazon y cerebro, donde disminuye acusadamente en
las Gltimas etapas de la vida.

# Glutation peroxidasa (GPx). La actividad y expresién de GPx y glutation-
transferasa (GST) declinan durante el envejecimiento en todos los tejidos
estudiados, a diferencia de la GRd que en mamiferos aumenta en cerebro y
corazdn pero disminuye en higado y rifion.

# Glutation reductasa (GRd).

# Concentracion de glutation reducido (GSH). Diferentes autores han
demostrado que las concentraciones de GSH en varios tejidos de origen
murino disminuyen significativamente con la edad, observandose resultados
parecidos en insectos.

# Vitaminas

# Acido urico y otros.
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Toda una serie de estudios han comprobado que los antioxidantes son
necesarios y se emplean en llevar a cabo una correcta funcion del sistema defensivo.
Durante su actividad, las células inmunitarias van consumiendo sus reservas de
antioxidantes (Hernanz, A., et al, 1990).

Parece evidente que la suplementacion con este tipo de compuestos podria
tener un efecto beneficioso en la neutralizacion del estrés oxidativo alcanzéndose el
equilibrio oxidante/antioxidante perdido, si consideramos que al envejecer se producen
mayores niveles de ROS junto a frecuentes estados de malnutricion y una disminucién
de las defensas antioxidantes (Sastre, J., et al, 2000; Meydani, SN., et al, 2001). Debido
a esto se han realizado una serie de trabajos con la finalidad de comprobar si la
administracion de antioxidantes podria tener un efecto estimulador de la funcionalidad
de nuestro sistema inmune durante la vejez, obteniéndose hasta el momento resultados
muy prometedores ya que se evitarian muchas patologias derivadas del estrés oxidativo
(De la Fuente, M., et al, 1998; Puerto, M., et al, 2002) como se muestra en la tabla

adjunta:

Células Funcion Antioxidantes en vejez.
1. Fagocitos. Adherencia Disminuye(=adulto)
Migracion Aumenta(=adulto)
Fagocitosis Aumenta(=adulto)
Produccion de ROS Disminuye(=adulto)
Produccion de TNFa Disminuye(=adulto)
2. Linfocitos. Adherencia Disminuye(=adulto)
Migracion Aumenta(=adulto)
Proliferacion Aumenta(=adulto)
Produccioén de 1L-2 Aumenta(=adulto)
3. Células NK. Citotoxicidad. Aumenta(=adulto)

Tabla I. 4. Cambios del adulto-joven al mayor en diferentes funciones de las células inmunitarias.

Papel de la ingestion de antioxidantes.

Una de las observaciones que mas avalan la teoria oxidativa del envejecimiento es

la comprobacién del incremento de la esperanza de vida de algunos animales de

laboratorio tras la ingestion de ciertos antioxidantes en la dieta (Miquel, J., Economos,

AC., 1989).
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El efecto beneficioso de los antioxidantes es mas manifiesto en las células
inmunitarias de personas envejecidas, siendo necesario una mayor dosis de los mismos
a medida que avanza la edad (De la Fuente, M., 2002). En la poblacion espafola la
ingestion de la vitamina C y la E mejoro significativamente la funcionalidad de las
células inmunocompetentes en individuos mayores (De la Fuente, M., 2002), (De la
Fuente, M., et al, 1998), (De la Fuente, M., Victor, VM., 2000). Lo que supone
recuperar los niveles de funcidon inmunitaria que presentan los adultos de 30 a 35 afios,
periodo con la respuesta inmunitaria mas idonea, lo que se manifiesta con una
estimulaciéon de aquellas funciones que se encontraban deprimidas y con una

disminucion de las que estaban muy activadas.

La capacidad moduladora de los antioxidantes en la funcién inmunitaria es mas
evidente en aquellos individuos que la tienen mas deteriorada, hecho que lo hemos
comprobado tanto en humanos como en animales de experimentacion. En ancianos con
depresion o cardiopatias la suplementacion con vitaminas antioxidantes resultd mas
efectiva mejorando su sistema inmunitario con respecto a los individuos sanos de su
misma edad (De la Fuente, M., et al, 1998). En ratones, los antioxidantes tidlicos
mejoraron la funcidon inmunitaria en mayor medida en los que presentaban un
envejecimiento prematuro (Puerto M., et al, 2002; Correa, R., 1999) y en los que tenian
un proceso infeccioso por inyeccion con LPS (De la Fuente M, Victor VM., 2000;

Victor, VM., et al, 1999) aumentando la supervivencia de los mismos.

La mejoria que ejercen los antioxidantes en la funcidén inmunitaria supone
aumentar las funciones que estan disminuidas y reducir las que estan muy estimuladas,
pero resaltando que los antioxidantes no ejercen su accion indiscriminadamente sino
que restauran los niveles mas apropiados para cada funcién inmune en situaciones en las
que se encuentran alteradas por un estrés oxidativo actuando por lo tanto como
inmunomoduladores (De la Fuente M, Victor VM., 2000). Esta capacidad moduladora
parece se ejercida a nivel de los factores intracelulares implicados en la oxidacion e
inflamacion como el NF-kB (De la Fuente, M., 2002).El papel regulador afectaria no
solo al sistema inmunitario sino también a otros sistemas reguladores. De hecho, es ya
claramente aceptado el papel de los antioxidantes como restauradores de un gran

numero de funciones nerviosas (Sastre, J., et al, 2000). Ademas en los ratones
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prematuramente envejecidos la ingestion de antioxidantes mejora incluso la respuesta
conductual, lo que indica que el estrés oxidativo que subyace al deterioro del sistema
inmune y también al del sistema nervioso, se neutraliza con la administracion de

antioxidantes.

Por lo tanto, podriamos considerar a los antioxidantes como compuestos utiles
para enlentecer o neutralizar el deterioro homeostatico que tiene lugar durante el
envejecimiento, disminuyendo la mortalidad y la morbilidad asociadas en ese periodo

vital.

1.3. Ejercicio fisico v antioxidantes.

El ejercicio fisico extenuante ocasiona estrés oxidativo, lo cual estd ampliamente
recogido en la bibliografia cientifica. Existen diversas fuentes de oxidantes durante el
ejercicio fisico como son la produccion de anidén superoxido por la mitocondria, el
fenomeno de isquemia-reperfusion y la autooxidacion de las catecolaminas.

El ejercicio muscular origina un incremento en la produccion de radicales libres y
otras formas de especies reactivas de oxigeno. Las células musculares contienen
complejos mecanismos de defensa celulares para minimizar los riesgos del dafo
oxidativo.Los mecanismos endogenos protectores que actuan para reducir los efectos de
los oxidantes en la célula son enzimaticos y no enzimaticos. Antioxidantes no
enzimaticos importantes son la vitamina E y C, beta-caroteno, GSH, acido urico,
ubiquinona y bilirrubina. La vitamina E, beta-caroteno y ubiquinona estan localizados
en regiones lipidicas de la célula, mientras que el 4cido trico, GSH y la bilirrubina estan
en compartimentos acuosos celulares. Numerosos estudios han demostrado que la
adicion de antioxidantes puede mejorar el funcionamiento muscular (Powers, S.K.,

Hamilton, K., 1999).

Un ejercicio moderado favorece un aumento de los niveles de antioxidantes
intracelulares en las células inmunitarias, y por lo tanto de su funcion. Por otra parte, un
gjercicio con sobreentrenamiento produce una disminucion de esos niveles
intracelulares, con una consecuente menor funcién inmunitaria. La realizacion del

ejercicio fisico, de forma adecuada, tanto per se como en su capacidad de aumentar los
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niveles de  antioxidantes celulares, permitiria  recuperar el  balance
oxidantes/antioxidantes a la vez de incidir positivamente en la funcién inmunitaria.
Ademas también lo haria en la del sistema nervioso (SN) y sistema endocrino (SE), y en
sus conexiones bidireccionales evitando el deterioro homeostatico causado por el estrés

oxidativo. (Marcos Becerro, JF., Galiano Orea, D., 2004).

Un ejercicio intenso o prolongado puede superar las defensas antioxidantes, entre
las que se encuentran las vitaminas C y E, y los tioles, existiendo una red de union entre
todos ellos asi como con las enzimas antioxidantes. La evidencia de un estrés oxidativo
durante el ejercicio se demostrdé midiendo el dafio a las biomoléculas y el estado de las
defensas antioxidantes, particularmente el glutation. Existe escasa evidencia de que los
antioxidantes aumenten el rendimiento en los deportistas, pero un nimero extenso de
trabajos mostraron que aquellos pueden disminuir el estrés oxidativo. Esto sugiere que
el beneficio secundario a la administracion de antioxidantes debe ser esperado en el

largo plazo.

En un estudio realizado recientemente se demuestra que la suplementacién con
antioxidantes disminuye el estrés oxidativo inducido por el ejercicio en adultos jévenes
con sobrepeso.Los marcadores inflamatorios y lipidicos pueden ser atenuados también
con antioxidantes. En dicho estudio se establecieron 4 grupos, recibiendo como
suplementos vitamina E, vitamina C y beta-caroteno o placebo. Después del ejercicio
disminuian los niveles de hidroperdxidos, IL-6, colesterol en los grupos que ingirieron

antioxidantes comparados con el placebo. (Vincent HK, et al., 2006).

Se puede concluir afirmando que un ejercicio moderado y la ingestion de
cantidades apropiadas de antioxidantes producen una revitalizacion del sistema
inmunitario y a vez que de la homeostasis corporal, lo que repercute en una mejora de la

salud del individuo y de su calidad de vida.

2.  ESTRES OXIDATIVO.

El estrés oxidativo es un estado de la célula en el cual se encuentra alterada la

homeostasis 6xido-reduccion intracelular, es decir, el balance entre prooxidantes y
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antioxidantes. Este desequilibrio se produce a causa de una excesiva produccion de
especies reactivas de oxigeno (EROs) y/o por deficiencia en los mecanismos

antioxidantes conduciendo al dafio celular. (Mastaloudis, A., et al, 2001).

En el organismo se forman continuamente una serie de moléculas o atomos que
presentan electrones no apareados en su ultimo orbital electrénico y segun Halliwell y

cols se conocen como radicales libres (RL), los cuales muestran en general una gran

agresividad oxidativa celular. Su carga puede ser positiva, negativa o neutra. Su
situacion energética es muy inestable por lo que son muy reactivos y de vida media
corta. Su presencia genera una cadena de reacciones de transferencia de electrones con
las moléculas vecinas, que a su vez se convierten en radicales libres. S6lo en caso de
unidon de dos radicales libres desaparecerd su actividad como tal (Halliwell, B., et al,
1992). La interrelacion de los radicales libres con las moléculas de su entorno produce
un dafio denominado estrés oxidativo (que se debe al exceso de radicales libres),
implicado en diversas patologias en el ser humano, en campos tan dispares como la
neurologia, cardiologia, oftalmologia, dermatologia, gastroenterologia, nefrologia, o
gerontologia. (Davies, K.J., 1995, Reiter, R.J., 1998).

Se consideran cuatro sistemas celulares basicos como elementos diana del dafio
producido por los radicales libres: la respiracion aerobica, la sintesis de proteinas, la
membrana celular y el ADN de la célula (Halliwell, B., et al, 1992) (Halliwell, B.,
Chirico, S., 1993) (Nevado Jiménez, A., 2001), (Molina, A., et al ,2002). El estrés
oxidativo se produce debido a varias fuentes, que se exponen en la tabla, en la que se
observa como los radicales libres no so6lo se generan por la produccion a partir de
oxigeno, sino que existen otras moléculas que los producen, procediendo generalmente

de cadenas metabdlicas.
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Fuente Mecanismo
-Transporte mitocondrial de electrones Pérdida de superoxido debido a la reduccion

ineficiente de oxigeno

-Iones metalicos de transicion Cu'""y Fe"" : radicales hidroxil
-Inflamacion RL liberados por fagocitos activados
-Enzimas v.g.: xantin-oxidasa Superoxido tras reperfusion por isquemia
-Drogas v.g.: paraquat, paracetamol Intermediarios metabolicos
-Humo de cigarrillos Fase gaseosa rica en radicales libres
-Radiacion Rayos X, luz ultravioleta

Tabla L..5. Fuentes de estrés oxidativo en fisiopatologia humana.

Muchos de los RL incluyen al oxigeno y también existen determinadas
moléculas con oxigeno que no presentan electrones no apareados, pero si tienen
reactividad molecular. Ambos tipos de moléculas o 4&tomos se engloban bajo el nombre
de “Especies Reactivas de Oxigeno” (ERO) o (ROS), son importantes tanto por su
abundancia como por su peligrosidad, como por ejemplo, el anion superdxido (0,°7) y
el radical hidroxilo (OH*) (Fridovich, 1., 1989).

En analogia al término “estrés oxidativo”, Hausladen y Stambler han
denominado “estrés nitrosativo” a la excesiva o desregulada formacion del radical 6xido
nitrico (NO) y especies reactivas del Nitrogeno (ERNs) derivadas del mismo.

La reactividad y toxicidad de los RLs y EROs, se ha relacionado con el proceso
de envejecimiento y con la patogénesis de muchas enfermedades cronicas
degenerativas. El organismo intenta obviar dicha toxicidad mediante una serie de
sistemas de defensa antioxidante, que no son eficaces al 100% por lo que hay que
procurar es reducir al maximo el estrés oxidativo. En la siguiente tabla se muestran los
dos tipos de factores citados destacando que en ambos casos existen componentes
nutricionales y que mientras que los acidos grasos poliinsaturados van a implicar o
facilitar un dafio oxidativo, los monoinsaturados que abundan en el aceite de oliva

virgen extra, van a minimizar los efectos del mismo.
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Factores oxidantes > Sistemas antioxidantes
<
Nutricionales (Prooxidantes o Nutricionales(antioxidantes o componentes
componentes oxidables dificilmente oxidables: Vitaminas A, C Y E, beta-
facilmente: AGP, 16n ferroso) carotenos, AGM, compuestos fenolicos)
No nutricionales No nutricionales (Melatonina)
(RL, ERO, ERN).

Tabla L1.6. Factores que intervienen en el balance oxidativo celular.

AGP: Acidos Grasos Poliinsaturados. AGM: Acidos Grasos Monoinsaturados.

RL: Radicales Libres. ERO: Especies Reactivas de Oxigeno.

El estado de 6xido-reduccion de la célula estd determinado por el equilibrio
entre los compuestos biologicos oxidados y reducidos presentes en ella, principalmente

aquellos que se encuentran en mayor proporcion.

2.1. Radicales libres.

Las reacciones de oOxido-reduccion tienen una amplia distribucion en el
metabolismo celular. La transformacion de los nutrientes organicos y la obtencién de la
energia quimica almacenada en sus enlaces involucra reacciones quimicas de oxido-
reduccion que suceden en el proceso de respiracion celular que acontece en las
mitocondrias durante el cual se consume oxigeno, pero la célula oxida las moléculas
organicas a través de secuencias de reacciones que no implican la adicion directa del

oxigeno. La oxidacion hace referencia a la eliminacion de electrones, no sélo a la

adicion de atomos de oxigeno, y la reduccién implica adicidon de electrones. En las

células, los atomos de carbono y de hidrogeno de las moléculas orgénicas, que se
encuentran en un estado rico en electrones (reducido) se convierten en CO; y HO que
han cedido electrones y por tanto, estan muy oxidados. Esta es su forma mas estable y,
por ello, la transformacion es energéticamente favorable.

Sin embargo, durante la respiracion celular ademas de consumirse oxigeno y de
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obtenerse energia generandose ATP, quedando como subproductos CO; y H,O, también
se producen otras moléculas residuales: las especies reactivas del oxigeno(EROs) y
otros radicales libres(RL). En la siguiente tabla se nos muestran distintos tipos de

radicales libres, su vida media y los principales blancos biologicos:

BLANCO
RADICAL NOMBRE VIDA MEDIA BIOLOGICO
TIPICO
0, Superoxido 10° s Enzimas
H,0, Peroxido de Estable PUFA**
hidrogeno*
HO Radical hidroxil 107 s Todas las moléculas
R R-ilo 10% s Oxigeno
RO R-oxilo (alcoxilo) 10°s PUFA
ROO, R-dioxilo (peroxilo) 7s PUFA
ROOH Hidroperoxido PUFA
'0, Singlete de oxigeno 10°s H°O
HOCL Acido hipocloroso Estable Varios
NO Radical de 6xido -1s Varios
nitrico

Tabla L.7. : Vida media y blanco biologico tipico de los radicales libres y especies reactivas del
oxigeno (modificado de Reiter. Front Neuroendocrinol 1995; 16:383-415).

* Aunque El H,O; no es estrictamente un radical libre a altas concentraciones posee
cierta toxicidad. **Acidos grasos poliinsaturados. R= habitualmente, un radical
lipidico.

Los radicales libres son atomos o moléculas inestables, altamente reactivas que

atacan los enlaces de proteinas de los tejidos, los fosfolipidos poliinsaturados de las

membranas celulares, carbohidratos, y los 4cidos nucleicos de las células. Su presencia
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genera una cadena de reacciones de transferencia de electrones con las moléculas

vecinas, que a su vez también se convierten en radicales libres.

Al ejercer su accion los radicales libres sobre las biomoléculas orgéanicas se activan
reacciones en cadena que podrian incluso llevar a la apoptosis celular (muerte de la
célula). La existencia del electron desapareado, es lo que confiere al RL su altisima
reactividad con gran cantidad de moléculas bioldgicas (lipidos, proteinas, acidos
nucleicos, etc), ya que tiende rapidamente a ganar o ceder un electron para conseguir asi
una conformacion estable. Esta misma rapidez hace que su vida media sea muy corta, lo
cual hace enormemente dificil su estudio (Halliwell, B., et al, 1992). En la siguiente
ilustracion se muestran las principales especies reactivas y sus blancos biologicos

(Ilustracion 1.1):

NO*

Perdxido de Nitrosacion
Radical peréxilo  hidrégeno de proteinas

Radical
hidroilo

Ilustracion L.1. Especies reactivas que se generan en las células y los efectos que ocasionan en las
distintas biomoléculas.

2.1.1. Tipos de radicales libres.

En los sistemas biologicos, los radicales libres se estan formando

continuamente, siendo algunos ejemplos los siguientes:
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Tabla I.8.Ejemplos de radicales libres y especies reactivas de oxigeno.

Radical Nombre Moléculas diana

0, Superdxido Enzimas

H,0, |[Peréxido de hidrogeno Acidos grasos insaturados

OH- Hidroxilo Todas las moléculas
R R-ilo Acidos grasos insaturados
RO R-oxilo Acidos grasos insaturados

ROO || R-dioxilo(Peroxilo) ||Acidos grasos insaturados

ROOH Hidroperoxido Acidos grasos insaturados

O Oxigeno singlete Distintas moléculas
NO Nitroxilo Distintas moléculas
CCl Triclorometileno Oxigeno

De todos ellos, destaco las caracteristicas mas primordiales de los siguientes:

@ Radical superoxido (0,")

Este radical libre actia de manera indirecta sirviendo de fuente para la
produccion de otros radicales libres o H,O», por lo que en principio es menos reactivo
que otros (Fridovich, 1., 1976). Se produce como consecuencia de una reduccion
monovalente o monoelectronica del oxigeno molecular siendo su sitio preferente de
formacion la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Borevis, A., Chance, B.,
1983), reacciones catalizadas por la citocromo P450 a nivel del reticulo endoplasmatico
hepatico, la xantino-oxidasa y la aldehido oxidasa. También se produce por la
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autooxidacion de moléculas como ascorbato, catecolaminas, tioles, hemoproteinas,
hidroquinonas, etc ( McCord, JM.,1989):

0,+e > 02

@ Peroxido de hidrégeno (H,0,).

El H,O; no presenta electrones desapareados por lo que seria un radical libre en
sentido estricto, aunque si tiene la capacidad de atravesar membranas celulares e
interviene en la formacion de radicales hidroxilo (Chance, B., Sies, H., 1979). Ejerce su
actividad citotdxica de forma indirecta mediante compuestos fabricados a partir de ¢l y
otro agente reductor o un i6n metalico como el hierro en su forma ferrosa.(Czapski, G.,
et al, 1983) Su formacion se basa en la dismutacion del anidon superdxido, catalizada por

la superoxido dismutasa (SOD) o directamente, por reduccion bivalente del oxigeno:

20, +2H" 250D-> 0, + H,0,
0, +2¢ +2H" 2S0D> H,0,

En condiciones normales las mitocondrias constituyen la principal fuente de
produccion de H,O,. Cuando se produce un aumento de la presencia de oxigeno, como
ocurre en casos de hiperoxia, la produccion del radical H,O, aumenta (Chance, B., Sies,
H., 1979). Los peroxisomas y el citosol celular constituyen, respectivamente, el segundo
y tercer centro de produccion mas frecuentes de peroxido de hidréogeno (Borevis A,
1973).

El peréxido de hidrogeno podria inducir dafio oxidativo lejos de su sitio de
generacion y también podria ser una molécula sefial que induce algunos genes

relacionados con el estrés oxidativo. (Sureda, A. et al, 2005).

@ Radical hidroxilo (OH-).

Es el radical mas reactivo de todas las especies reactivas de oxigeno, siendo
capaz de reaccionar de modo directo con cualquier sustancia o molécula cercana. Su

principal fuente de produccion la constituye la descomposicion del perdxido de
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hidrégeno en presencia de metales de transicion, fundamentalmente hierro y cobre,

como ya se ha comentado previamente. Existen en general varios modos de formacion
de OH:

a) Fision del agua provocada por exposicion a radiaciones ionizantes.

b) Reaccion de Fenton.

c) Fotones del perdxido de hidrdgeno.

d) Interaccion radical-perdxidos organicos.

e) Reduccioén del ozono por transferencia electronica.

Al radical hidroxilo se le considera uno de los principales iniciadores de la

peroxidacion lipidica (Ursini, F., et al, 1982).

@ Okcxigeno singlete (10).

Se forma cuando se absorbe energia por parte de un atomo de oxigeno que
provoca un cambio en la disposicion de los electrones por alteracion de la orientacion de
uno de sus espines. En la Naturaleza, esto sucede fundamentalmente cuando
determinadas sustancias reciben energia luminica en presencia de oxigeno (Halliwell,
B., Chirico, S., 1993).

Compuesto 2 Luz compuesto excitado

Compuesto excitado+ O, oxigeno singlete + compuesto

Compuestos con esta capacidad de fotosensibilidad y formacion de oxigeno
singlete son los colorantes, ciertas drogas como las tetraciclinas y sustancias presentes
en el cuerpo humano como la bilirrubina, las riboflavinas y las porfirinas (Halliwell, B.,

Chirico, S., 1993).

La capacidad lesiva de esta especie radica en la reaccion directa con
macromoléculas como los acidos grasos (Halliwell, B., Chirico, S., 1993, Sevanian, A.,
Hochstein, P.,1985).

Cabe destacar que en las especies reactivas de Oxigeno (EROs) se incluyen no

solo a los radicales del oxigeno propiamente dichos, sino también a algunas moléculas,
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no radicales, derivadas del oxigeno e involucradas directamente en la produccion de
radicales del oxigeno, como puede ser el peroxido de hidroégeno, el oxigeno singlete y el
acido hipocloroso. Se puede apreciar la vulnerabilidad oxidativa de los acidos grasos

insaturados, como objetivos diana evidentes de los RL y las EROs.

Siempre que un radical cede un electron o toma un electron o se une a una
molécula no radical, ésta se transforma en radical, siendo una caracteristica importante
en las reacciones de radicales con no radicales el hecho de que normalmente se
propagan a través de reacciones en cadena, y asi un radical produce otro y éste otro y asi
sucesivamente. S6lo cuando dos radicales se unen, desaparecen como tales radicales
(Halliwell, B., Gutteridge, J.M., 1999).

Los radicales libres se forman continuamente en el organismo de forma accidental,
como en los casos de escape de electrones de la cadena de transporte mitocondrial o
bien en reacciones de autooxidacién. También de modo deliberado, como en la
activacion de los fagocitos. Los radicales libres, en ocasiones, tienen una mision
fisiologica predeterminada en los seres vivos, bien formando parte de sistemas
enzimaticos (Stubbe, J., 1990), bien actuando como bactericidas o bien encontrandose

involucrados en la sintesis de mediadores inmunes.

2.2. Mecanismos celulares de produccion de radicales libres.

2.2.1. Cadena respiratoria mitocondrial.

La cadena respiratoria mitocondrial permite gracias al transporte de electrones,
que provienen del catabolismo de los nutrientes energéticos, la liberacion de energia de
esos nutrientes que es transferida a los enlaces energéticos del ATP, en la fosforilacion

oxidativa acoplada a la misma.

Sabemos que la cadena de transporte de electrones requiere oxigeno molecular
como aceptor final de electrones, que procede del oxigeno atmosférico, pero una parte
del mismo (del 2 al 5%) se convierte en radical superéxido, debido a que un pequefio
porcentaje de electrones “escapa” de la cadena repiratoria, conduciendo a la formacion

del citado RL. Cualquier situacion en la que se produzca un aumento del consumo de
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oxigeno tendra como consecuencia una mayor formacion de radical superoxido. Esto
puede ocurrir fundamentalmente en dos situaciones: cuando la concentracion o el
consumo de oxigeno aumenta, por ejemplo, durante el ejercicio fisico (Litarru, G.,
1994; Aw TY., et al, 1996), y en casos en que la cadena mitocondrial de transporte de
electrones se encuentra completamente reducida, como ocurre en los periodos de

isquemia y repercusion (McCord, JM., 1989, Flitter, WD.,1993).

En condiciones normales es ésta la mayor fuente formadora de radicales libres,

debido a la formacidon de radical hidroxilo secundaria a la transformacion del anion

superoxido a perdxido de hidrogeno, que posteriormente se transforma en el citado
radical hidroxilo mediante la reaccion de

Fenton o de Haber-Weiss (Boreis A., Cadenas, E, 1975) (Borevis, A., Chance, B.,
1973).

Fa

N

Fe®* Fa?

-

K‘ Perduido de hidrdgano /‘
A

S o

Figura I.1. Reaccion de Fenton, en la que se muestra la generacion de radicales hidroxilo mediante
una reaccion catalizada por metales de transicion, en presencia de peréxido de hidrégeno y
reductores como el acido ascorbico.

Posteriormente, a través de la superdxido dismutasa, se forma otra ERO, el
peroxido de hidrogeno (Sjodin, et al, 1990). Dado que la formacion del radical
superoxido es dependiente del flujo de electrones en la cadena, cualquier situacion que
aumente el consumo de oxigeno, como ocurre por ejemplo con la actividad fisica,
aumentarad proporcionalmente la produccion del radical superdxido. En general, la
produccion de estos radicales libres es proporcional a la tasa metabolica. Hay que
resaltar que la formacion de RL a través de la cadena respiratoria, es el sistema

cuantitativamente mas importante de produccion de RL.
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2.2.2. Xantina oxidasa.

La alteraciéon de los mecanismos homeostaticos celulares, como puede
suceder en la hipoxia o la isquemia, puede conducir a un aumento del calcio citosolico y
a la activacion de enzimas dependientes del calcio, entre las que se encuentra una
proteasa que modifica covalentemente la xantina deshidrogenasa, convirtiéndola en
xantina oxidasa que a su vez cataliza la transformacion de hipoxantina a xantina y ésta a
acido urico, que es clave en la degradacion permanente de los 4cidos nucleicos. En esta
reaccion se produce anidon superdxido y quizas también singletes de oxigeno (Littarru,
G., 1994). Esta alteracion se ha descrito en procesos de isquemia/repefusion de oxigeno
(Friedl HP., et al, 1990).

2.2.3. Metabolismo del acido araquidonico.

La estimulaciéon de la fosfolipasa A2, como sucede en la reperfusion tras
isquemia, en presencia de iones calcio, conduce a la liberacion de acido araquidonico a
partir de las membranas celulares. Mediante la accion catalitica de dos enzimas
distintos, la ciclooxigenasa y la hidroperoxidasa, el acido araquidonico se oxigena en
primer lugar a prostaglandina G2 y posteriormente a prostaglandina H2. Durante este
ultimo paso se produce el radical superdxido, cuando estan disponibles el NADH o el
NADPH. La actividad hidroperoxidasa conduce asimismo a la produccion de oxigeno
singlete (Kukreja, RC., et al, 1986). Por tanto, la formacion de prostaglandinas y
leucotrienos a partir del acido araquidénico (C20:4n6) puede ser fuente de produccion
de radicales libres, fundamentalmente en el endotelio vascular. Via ciclooxigenasa se
pueden generar radicales superoxido (Kukreja, RC., et al, 1986); via lipooxigenasa

parece haber una produccion de oxigeno singlete (Duran, N., et al, 1984).

2.2.4. Fagocitos y otras fuentes de radicales.

Tanto los fagocitos como los leucocitos PMN, constituyen una fuente biologica
importante de aniones superoxido y de otros tipos derivados reactivos del oxigeno.
Estos tipos celulares de globulos blancos poseen diversos mecanismos microbicidas, el

mas importante de los cuales depende del oxigeno.
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En estado de reposo la principal via energética utilizada por los fagocitos es la
glucolisis y de hecho, estas células contienen muy pocas mitocondrias. La alteracion de
su membrana plasmatica desencadenada por el contacto con los microorganismos,
provoca un rapido aumento en el consumo de oxigeno. Tras la fagocitosis el oxigeno se
utiliza realmente para producir derivados reactivos del oxigeno, dotados de una fuerte
actividad microbicida (anion superoxido, peroxido de hidrégeno, reacciones en las que
intervienen enzimas como la superdxido dismutasa, SOD) (Halliwell, B., y Gutteridge,
JM., 1999). El radical superdxido (02" ) se produce por la sintesis de NADPH a partir
de hexosas monofosfato, en el contexto de la hiperutilizacion de oxigeno durante la
actividad fagocitaria (Babior, BM., 1984; Winrow, VR., et al, 1993). A partir del anion
02" se generan H,0, y 4cido hipocloroso, que a su vez oxida los grupos sulfhidrilo.

También se produce 6xido nitrico durante la fagocitosis, cuya reaccion con el 02° da

lugar a la formacion de OH®.

La accion microbicida, ademds de a través del anion superoxido, se puede llevar a
cabo gracias a la mieloperoxidasa, que oxida a los halogenuros a halogenos y éstos en
contacto con aniones superoxidos, producen hipocloritos o hipobromitos de claro efecto
microbibida (Halliwell, B., y Gutteridge, JM., 1999). La peligrosidad del dafio a
membrana por RL durante los procesos de fagocitosis, aumenta por un incremento del
metabolismo del 4cido araquiddnico, el cual se libera en més cantidad en el citado

proceso.

2.2.5. Metales en la produccion de radicales.

El hierro y el cobre son los que participan en la produccion de los derivados
oxigénicos mas agresivos. En ocasiones precisan la presencia de agentes reductores
como el acido ascorbico. El hierro en su forma ferrosa participa en la generacion de
radical hidroxilo mediante la clasica reaccion de Fenton (Minotti, G., Aust, D., 1987;
Anuona, OL., et al, 1991):

Fe'" + H,0,~> OH" + OH" + Fe™™"
El Cobre es un metal i6nico que tiene una mayor capacidad en la formacion de

especies reactivas del oxigeno que el hierro, ocasionando como resultado un mayor

dafio a las bases de ADN (Guyton et al, 1993).
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Los organismos tienden a evitar la disponibilidad de estos metales ya sean
unidos a proteinas de transporte como de almacenamiento. Sin embargo, el estrés
oxidativo por si mismo puede movilizar el hierro desde las estructuras que las
contienen, como son citocromos de la cadena repiratoria (Halliwell, B., Gutteridge, JM.,

1995).

2.2.6. Activacion de xenobioticos.

Durante la activacion metabolica de los xenobioticos, se produce un “goteo” de
electrones desde el citocromo P450 en el reticulo endoplasmatico de los hepatocitos
formandose radical superoxido (Halliwell, B., Gutteridge, JM., 1999).

2.2.7. Radiaciones ionizantes.

En la composicion del aire atmosférico encontramos compuestos quimicos como
el dioxido de nitrogeno, el ozono y el 6xido nitrico. El humo del tabaco tiene altas
concentraciones de Oxido nitrico, radicales peroxilo y radicales centrados en el carbono,
entre otros, por lo que supone una fuente importante de produccion de radicales libres,
cuyo efecto lesivo se ve aumentado por el importante acimulo de hierro que existe en
los pulmones de los fumadores. También se ha observado una potenciacion de los
efectos de estas sustancias por la acumulacion de macréfagos en el aparato respiratorio
(Ryrfeld, A., et al, 1993). Por otro lado, tanto las radiaciones ionizantes como la luz
solar son capaces de activar un gran nimero de dtomos y moléculas, entre ellas el
oxigeno, promoviendo la produccion de tripletes excitados mediante dicha excitacion a

través del cambio de drbita de los electrones (Foote, Ch., 1982).

En resumen, por estas y otras causas menos importantes se producen situaciones
en las que se induce un estrés oxidativo, implicado a lo largo plazo en multitud de
patologias como enfermedades pulmonares, y desérdenes inmunologicos, isquemia
miocardica y cerebral, aterosclerosis, artritis reumatoide, distrofias musculares,

enfermedades neurodegenerativas, enfermedades inducidas radiaciones, etc.
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2.3.Efectos de los radicales libres sobre moléculas y sistemas bioldgicos.

Los radicales libres pueden causar las siguientes alteraciones patologicas:

1) Desnaturalizacion de las cadenas de DNA.

2) Liberacion de factores quimiotacticos que provocan la llegada de leucocitos
activados que a su vez generan mas radicales libres.

3) Inicio de la peroxidacioén lipidica (con la subsiguiente alteracion de membranas),
que a su vez genera hidroperoxidos, aldehidos y endoperoxidos, con dafo en las
proteinas y DNA.

4) Desnaturalizacion de las proteinas presentes en el citosol y las enzimas de
membrana, incluyendo en inhibidor de o 1-antitripsina.

Los radicales libres producen dafio sobre todo a cuatro sistemas celulares
basicos: la respiracion aerdbica, la sintesis de proteinas, la membrana celular y el ADN
celular (Nevado Jiménez, A., 2001).

2.3.1. Acidos nucleicos v activacion génica.

El estrés oxidativo va a ocasionar sobre el DNA un incremento del nimero de
mutaciones, entrecruzamientos, roturas en las cromatidas o pérdida de fragmentos
cromosomicos, siendo mas frecuentes las alteraciones en el DNA del tipo fragmentacion
y modificaciones oxidativas en las bases puricas y pirimidicas (Roche, E., et al, 1996).
Los radicales libres de oxigeno, y en particular el hidroxilo, presentan una gran afinidad
para la fijacion a estas bases, modificando la estructura del DNA y apareciendo bases
oxidadas e hidroxiladas del DNA en orina, fundamentalmente Timina (Roche, E., et al,
1996).

La interaccion de los radicales libres del oxigeno con el DNA se puede producir de
manera directa (ej. Radical hidroxilo) o indirecta (ej. H,O,, O;") en presencia de metales
de transicion y con la posterior formacion de radicales hidroxilo. El radical H,O; es
toxico debido a su capacidad de atravesar membranas y producir radicales hidroxilo
(Nassi-Calo, L., et al, 1989; Breimer, LH., 1990) .La lesioén producida por los radicales
libres en el DNA mitocondrial se ha relacionado de manera llamativa con los procesos
de envejecimiento (Richter, C., et al, 1988). En palabras de Miquel, “el dafio del DNA

nuclear produciria cancer, y el de las mitocondrias, envejecimiento” (Miquel, J., 1989).
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Por lo tanto, el ARN como el ADN son objetivos de los RL/EROs. Los dafios
producidos a ambos cuantificados in vivo midiendo las bases puricas y pirimidinicas
modificadas, como resultado de las escisiones y reparaciones del ADN, ascienden a
cerca de 10.000 bases por célula al dia. Es evidente, por lo tanto que a pesar de la
existencia de sofisticados y eficaces mecanismos de control celular una fraccion de tales
alteraciones puede escapar a los mecanismos de reparacion, lo que sugiere que el dafio
potencial de caracter mutagénico y cancerigeno provocado por RL/EROs sea importante
(Kensler y Trush, 1983) asi como a suma de tales alteraciones da como resultado el

envejecimiento progresivo.

Los puntos de ataque de RL/EROs son tanto las bases como las pentosas de los
acidos nucleicos. Los efectos pueden ir desde alteraciones del sector (deoxi) ribosilico
de las bases a roturas simples o dobles de la hélice. Incluso se pueden producir mas
drésticas y profundas modificaciones, como adiciones de grupos quimicos, apertura del
anillo, redistribuciones moleculares que dan origen a cambios de bases simples (de G/C
a A/T) o incluso, deleciones de bases que producen sitios abasicos con afectacion de la
funcion génica correspondiente, los cuales a través de una beta-eliminacion puedan
causar rotura de la cadena.

Los acidos nucleicos también pueden ser atacados con especies secundarias
peligrosas, como sucede con el hidroperéxido del acido linoleico que provoca una
rotura de la doble hélice del ADN.

Los RL también son capaces de activar la transcripcion génica, induciendo de forma
muy rapida la expresion de determinados genes que codifican factores de transcripcion,
los cuales participan en la modulacion del crecimiento celular, en la diferenciacion, en
el desarrollo e incluso pueden activar la apoptosis, una forma de muerte celular
programada (Halliwell, B., Gutteridge., JM, 1999).De este modo, los RL tendrian, al

propiciar la apoptosis, un papel en el desarrollo del envejecimiento.
2.3.2. Proteinas.
Los radicales libres van a ocasionar cuando interactian con las proteinas

cambios en su estructura, pérdida de su capacidad funcional y entrecruzamientos

cataliticos (Winrow, VR., et al, 1993). Se puede enumerar dos tipos el dafio de los
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radicales sobre las proteinas: a) ataques difusos, que originan modificaciones
generalizadas, y b) ataques selectivos, que dan lugar a modificaciones en puntos
concretos de la proteina. Se producen alteraciones en diversas regiones de la proteina, lo
conlleva modificaciones en su estructura, agregaciones intra e intercatenarias y
fragmentacion proteica. Las modificaciones especificas se caracterizan por su gran
selectividad. Los aminoacidos més frecuentemente atacados son la histidina, la prolina,
la lisina y la arginina (Litarru, G., 1994).

Los citados dafios en las proteinas conllevan alteraciones en las estructuras de las que
¢stas forman parte, por lo que se producen anomalias en la permeabilidad celular, dafios

en el citoesqueleto.

La oxidacién de enzimas y proteinas estructurales se producen como consecuencia
de la accion de los RL/EROs, lo que conlleva a la pérdida de la funcionalidad en el
primer caso y alteraciones graves en la estructura celular en el segundo (Lunec, J.,
1992). La posibilidad de que una proteina sea atacada por RL/EROs depende de su
composicion aminoacidica y de la accesibilidad de la especie oxidante a los
aminoacidos madas reactivos, como son histidina, metionina, cisteina, triptéfano y
tirosina. El inicio de una reaccion en cadena se ve favorecido por la presencia de iones
metalicos, como los de transicion formando complejos en el interior del ambiente
proteico. Dichos iones son capaces de catalizar la descomposicion del perdxido de
hidrégeno, provocando un efecto sitio-especifico. El resultado es la conversion de
algunos residuos aminoacidos en derivados carbonilo que pueden ser utilizados como

marcadores del dafo producido.

Los RL/EROs también facilitan la formacion de enlaces cruzados proteina-
proteina, asi como la fragmentacion de las cadenas proteicas.Por otra parte, las proteinas
pueden ser objeto de ataque por radicales secundarios, como los que derivan de la
peroxidacion lipidica. Este es el caso el malondialdehido que pueden dar lugar a
productos estables de enlaces cruzados con aminoacidos especificos. En conjunto, el
dafio oxidativo a las proteinas celulares incluye cambios conformacionales, pérdida de
actividad enzimatica, aumento de la susceptibilidad a las proteasas y alteraciones de la
inmunogenicidad (Mugli, R., 1993).
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2.3.3. Acidos grasos insaturados. La peroxidacion lipidica.

La peroxidacion lipidica es un dafio oxidativo de acidos grasos poliinsaturados
producido mediante un proceso autocatalitico incontrolable. El hecho de que los
fosfolipidos sean componentes basicos de todas las membranas celulares resalta la
importancia del proceso oxidativo. El proceso lo comienzan las especies reactivas del
oxigeno, formandose una cascada de reacciones y produccion de radicales libres con la
formacion de perdxidos organicos y otros productos a partir de 4cidos grasos

insaturados (Diaz, J., et al, 1998).

Los 4cidos grasos poliinsaturados (AGP) existen como &cidos libres (acido
araquidonico) como tioésteres (AcilCoA) y como ésteres (fosfo y esfingolipidos, ésteres
del colesterol, triglicéridos). La oxidacion de APG se conoce como peroxidacion
lipidica., siendo importante la que ocure en los fosfolipidos de las membranas celulares.
Los acidos grasos mas susceptibles de sufrir este proceso son los que presentan mayor
nimero de dobles enlaces, como el araquidonico (Cy:4n6), el docosahexaenoico
(Cp2:6n3) y el linoleico (C;5:2n6). Este fendmeno oxidativo es la forma mas conocida de
la toxicidad de RL/ EROs. Ademads, esto explica las alteraciones estructurales y
funcionales en las que estan implicados RL y EROs en numerosas enfermedades, la
lipoperoxidacion ha estado relacionada con numerosos procesos patoldgicos, siendo en
palabras de Halliwell y Chirico, “la mas clara evidencia de que los radicales libres estan
involucrados en muchas enfermedades humanas” (Halliwell, B., Chirico, S., 1993,

Halliwell, B., Gutteridge, JM., 1999).

La cadena de reacciones de los RL consiste en tres etapas esenciales: inicio,
propagacion y terminacion. La propagacion continta hasta que dos RL se unen para
terminar la cadena. Por tanto, un Unico evento de iniciacion puede provocar la
conversion de numerosas cadenas de AGP en hidroperoxidos lipidicos, lo que significa
que la peroxidacion lipidica puede ser amplificada hasta que se agote la disponibilidad
de oxigeno y de cadenas de AGP no oxidadas (Halliwell y Chirico, 1993).

Por otra parte, la duracion y la velocidad de la cadena de peroxidacion dependen
directamente del grado de insaturacion lipidica. Para una serie de acidos grasos

insaturados de uno a seis dobles enlaces, como oleico, linoleico, esta velocidad aumenta
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segun la relacion 0,025:1:2:4:6:8. El acido oleico del aceite de oliva es mas resistente al

ataque oxidativo que otros acidos grasos insaturados y comparativamente al acido
linoleico presente en aceites de semillas, la velocidad de la cadena de peroxidacion es
80 veces menor. La peroxidacion lipidica da origen a numerosos productos (muchos de
ellos bioldgicamente activos y citotdxicos), que pueden dividirse en tres categorias

principales (Esterbauer, H. 1993):

1. Productos de rotura de la cadena.

Se encuentran sustancias que se obtienen de la rotura de dobles enlaces C-C adyacentes
a un grupo hidroperoxido, por lo que es posible identificar tres clases de moléculas
importantes:

-Alcanales, como el malondialdehido (MDA), que a través de la reaccion con tioles
proteicos y /o enlaces con grupos amino de las proteinas, pueden causar un importante
dafio celular.

-Alquenales. Son productos con una vida media mas bien larga. Pueden difundir del
lugar de origen a la membrana, modificando su integridad estructural y funcional, su
fluidez y su permeabilidad. Puesto que estos sucesos tienen lugar en la zona interna de
la membrana bioldgica, se pueden ver afectados todos los fendmenos de la sefial celular
y el flujo i6nico. También se pueden alterar propiedades apolipoproteicas, modificando
las caracteristicas inmunologicas. En el caso de que se formen junto a los acidos
nucleicos, pueden alterar la secuencia del mensaje de determinados genes y/o la
estructura molecular del ADN/ARN, provocando asi un dafio todavia mayor en los
mecanismos genéticos y/o en la biosintesis proteica.

-Alcanos, como el pentano y el etano que son productos terminales de la oxidacion de
los PUFAS. Estos compuestos se emplean en el laboratorio para ver el grado de dafio de

esos acidos grasos.

2. Productos formados de la reordenacion del LOOH, o reordenacidon y sucesivas
oxidaciones (hidroperéxidos, epididxidos, dihidroperdxidos, endoperoxidos biciclicos y
compuestos mono, di-, tri-, ceto- y epoxi-hidroxidos).

3. Productos de oxidacion de alto peso molecular por reacciones de polimerizacion.

En resumen, lo mas destacable de la peroxidacion lipidica es que es mas
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acusada cuanto mayor es el grado de insaturacién de la membrana celular, y esto esta
condicionado, en mayor o menor grado, por el grado de insaturacion de los acidos
grasos dietéticos, los cuales determinan en ese grado la composicion de acidos grasos de
la membrana. El producto final de la peroxidacion lipidica es la formacion de
hidroperoxidos de é4cidos grasos y metabolitos derivados, algunos de ellos altamente
toxicos, como los aldehidos malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal. Se forman
también dihidrocarburos como el pentano o el etano, cuya eliminacion por la respiracion

los hace ttiles como marcadores del proceso (Paraidathalu, T., et al, 1992).

n-Alcanales 2-Alquenales 4-Hidroxialquenales Otros
Propanal Acroleina 4-Hidroxinonenal Malondialdehido
Butanal Pentenal 4-Hidroxihecenal 2,4-Heptadienal
Pentanal Hexenal 4-Hidroxi-2,5-nadlenal 2,4-Decadienal
Hexanal Octenal 4,5-Dihidrodecenal 5-Hidroxioctenal
Nonanal Nonenal Butanona

Tabla 1.9. Algunos de los productos secundarios de la peroxidacion de los lipidos.

Como conclusién podemos afirmar que la peroxidacion lipidica es un proceso
con gran poder destructiva debido al dafio directo celular (por ataque directo a las
membranas, ocasionando un detrimento en la fluidez de membrana, resistencia eléctrica,
asi como cambios en sus propiedades y alteracion en su funcidén de barrera (Orrenius,
S., et al, 1989), y el indirecto (por liberacion de productos reactivos), (Cheeseman, KH.,
1993).

2.3.4. Biomoléculas de bajo peso molecular.

Como son las vitaminas (acido ascorbico, carotenoides, alfa-tocoferol,
ubiquinonas), hidratos de carbono (glucosa, ribosa), aminoacidos (histidina, triptéfano,
cisteina, metionina), acido urico, colesterol, y pequefos péptidos solubles como el
glutation (Halliwell, B., Guteridge, JM., 1999). Las reacciones de RL con las vitaminas
A, C, E y ubiquinonas, glutation y &cido trico, llevan habitualmente a la finalizacion de

la cadena de reaccion de radicales.
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La oxidacion del colesterol es de un particular interés biologico, puesto que se
producen hidroperdxidos de colesterol y una familia de oxisteroles oxidados sobre el
anillo beta del esterol, y estos derivados del colesterol estdn implicados en la
aterosclerosis y en la enfermedad cardiovascular entre otras patologias. Se ha postulado
que la presencia de oxisteroles en la sangre puede ser el resultado de un eficaz
mecanismo antioxidante in vivo. Dicho sistema se basa en la posible interaccion a nivel
de la sangre y diversos tejidos de diferentes elementos oxidantes con colesterol, siendo
los derivados oxidados del mismo excretados via biliar fecal (Haliwell, B., Gutteridge,
JM., 1999).

Con respecto a los glucidos, cabe destacar que la importancia de la interaccion entre
ellos y los derivados oxigénicos y los azicares esta no solo a nivel bioquimico, sino que
se ha relacionado esta interrelacion con enfermedades como la Diabetes Mellitas (Wolff,
S.P., 1987), algunas enfermedades reumatoideas y las cataratas. El manitol y la glucosa
reaccionan rapidamente con el radical hidroxilo, generandose una reaccion en cadena de
nuevos radicales mediante procesos de estrés oxidativo, siendo imprescindible la
presencia para el desarrollo de este proceso de metales de transicion (cobre o hierro) con
fines catalizadores (Nevado Jiménez, A., 2001).El &cido hialuronico puede ser
degradado en el transcurso del dafo articular por la accion de radicales libres
(Greenwald, RA., 1988).

2.4.Respuesta adaptativa al estrés oxidativo.

Se ha comprobado que el promotor de la hemooxigenasa 1 (HO-1) contiene sitios
de unidn a factores de transcripcion AP-1, AP-2 y NF-kB, que también se activan por el
estrés oxidativo, resultando la sintesis de numerosas proteinas, que se conocen como
enzimas respondedoras al estrés. La induccion de la HO-1 se considera una “respuesta
adaptativa” al estrés oxidativo. La respuesta adaptativa es el fenomeno celular por el
cual la exposicion a un agente toxico (en concentraciones subletales) provoca una
respuesta celular que protegerd a la célula contra los efectos deletéreos del mismo
toxico a concentraciones letales. Este efecto es importante en casos de estrés oxidativo.
Asi, se ha comprobado que la exposicion a bajos niveles de radiacion o a oxigeno
hiperbarico aumenta las defensas antioxidantes. La terapia con oxigeno hiperbarico al

hombre (100% oxigeno a 2,5 atmdsferas), por ejemplo, induce cambios significativos
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en el dafio oxidativo al ADN, en las células sanguineas pero luego el dafio se estabiliza

y las defensas antioxidantes suben.

2.5.Regulacion de la respuesta al estrés oxidativo.

El gen de las superdxido dismutasas (SOD), conjuntamente con el de otras
proteinas sensibles al estrés oxidativo esta regulado por el regulon SoxRS. Un regulén
es un grupo de genes regulados coordinadamente. En el caso del regulon SoxRS, el
factor activante es el aumento en la concentracion del anion superdxido. Algunos de los
productos resultantes al activarse SoxRS son: la Mn SOD( enzima encargada de
eliminar el anidn superoxido), la Glu-6-p deshidrogenasa (que asegura el suplemento de
NADPH), la endonucleasa IV (miembro del sistema de reparacion del ADN danado), la
ferredoxina reductasa (que activa las Fe-S proteinas, reparando su centro 4Fe-4S,
dafiado por el estrés oxidativo), la mic F(disminuye la porosidad mitocondrial interna,
ayudando asi a recomponer el potencial de membrana).El péptido SoxR,es el sensor de
oxido-reduccion, que en su estado oxidado activa a la proteina SoxS. La SoxS activa
vuelve a unirse al reguléon SoxRS, activando su operéon y causando la activacion
transcripcional. El regulon SoxRS representa la mitad de la defensa antiestrés
intracelular. Existe otro reguldn, el OxyR, que es independiente de SoxR y responde al
peroxido de hidrégeno. Algunos metales, tales como el Se y el Zn por su participacion
como cofactores de enzimas antioxidantes (GPx y SOD citoplasmatica,

respectivamente), contribuyen a aumentar las defensas antioxidantes.

2.6.Transcendencia fisiopatologica del estrés oxidativo.

Existen multiples referencias de la implicacion de los RL y las diferentes
especies reactivas en el envejecimiento y en numerosas enfermedades como se resume

en la tabla siguiente:
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Clasificacion Ejemplo
Cerebro/sistema Oxigeno hiperbdrico, deficiencia en vitamina E, exposicion a
Nnervioso neurotoxinas, Alzheimer, Parkison, Esclerosis multiple, etc.
Envejecimiento Envejecimiento prematuro, cancer, etc.

Corazon y sistema

cardiovascular

Cardiomiopatia alcoholica, aterosclerosis, cardiotoxicidad por

antraciclinas, sobrecarga cardiaca de hierro, etc.

Inflamacién y dafio

Glomerulonefritis, artritis reumatoide, hepatitis, etc.

inmune
Ojo Cataratas, degeneracion macular, retinopatia del prematuro.
Piel Quemaduras, porfiria, dermatitis de contacto y otras.
Rinon

Sindromes autoinmunes renales, nefrotoxicidad por metales

pesados, hemodidlisis, transplantes, etc.

Tracto gastrintestinal

Dafio hepatico, exposicion a agentes dia betogenos,
pancreatitis, lesiones gastrointestinales producidas por

antiinflamatorios no esteroideos, etc.

Tracto respiratorio

Efectos del humo del tabaco, enfisema, hiperoxia, displasia
broncopulmonar, exposicion a agentes polucionantes, asma,

fibrosis quistica, etc.

Tabla L. 10. En esta tabla se muestra la repercusion fisiopatolégica del estrés oxidativo mediante los

radicales libres en distintos érganos o sistemas del cuerpo y ejemplos de las alteraciones

ocasionadas.

Fuente: Halliwell y Gutteridge (1999).

Segun Halliwell y Gutteridge (1999) antes de afirmar la implicacion de los RL

en un determinado proceso patoldgico hay que ver si se cumplen los criterios: el

agente oxidante esta presente en todo momento en el lugar del dafio.
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1. La aparicidon temporal de los agentes oxidantes debe ser paralela a la aparicion de la
enfermedad.

La aplicacion directa del agente oxidante al tejido, en concentraciones proximas a las

que existen in vivo, deberia reproducir en todo o en gran parte el dafio observado.

ii. La eliminacion del agente oxidante del tejido implicado deberia disminuir el dafio

producido de forma proporcional a la retirada de dicho agente.

Las enfermedades asociadas al estrés oxidativo resultan de la disminucion de las
reservas antioxidantes o bien del aumento en la produccion de RL y EROs. Se cree
ademas que este segundo mecanismo tiene mas importancia y es mas frecuente en las
distintas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. De todos modos, cuando el
fenomeno se produce el organismo puede responder mediante una adaptacion
(aumentando las defensas antioxidantes), un dafio tisular (atacando a distintos tipos de
biomoléculas), o mediante la muerte celular (por necrosis o a través del proceso de

apoptosis.

3. LOS ANTIOXIDANTES.

Un antioxidante es cualquier sustancia que cuando estd presente a bajas
concentraciones en presencia de un sustrato oxidable, retrasa o previene la oxidacion del
mismo, inhibiendo la tasa de oxidacion. La salud del organismo depende en gran
medida de eficaces sistemas de defensa antioxidantes que actian contra el dafio
producido por RL y ERO (Halliwell, B., Gutteridge, JM., 1999).

Los antioxidantes actiian evitando el exceso perjudicial de los radicales libres
en los organismos con la finalidad de mantener un equilibrio. Los enzimas antioxidantes
catalizan la ruptura de radicales libres habitualmente a nivel intracelular. Cada
antioxidante ejerce su funcién en una localizacion determinada. Asi, por ejemplo la
catalasa ejerce su accion en los peroxisomas celulares; el beta caroteno actia tanto en el
nicleo como en la membrana celular; la vitamina E, en el reticulo endoplasmico.

(Fardy, H., et al, 1995).
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Figura 1.2. Lugar especifico de accion de cada antioxidante (Fardy Dis Child 1995; 73:F112-117).

El sistema antioxidante primario esta constituido por las enzimas superéxido
dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), asi como las enzimas del ciclo redox del glutation.
El sistema secundario de defensa frente al estrés oxidativo esta compuesto de diversas
sustancias. (Molina, A., et al, 2002). Los antioxidantes se esquematizan en las
siguientes tablas, segin Maxwell:

Tabla I.11: Antioxidantes naturales y sintéticos de uso terapéutico (Maxwell).

Antioxidante Comentario

Enzimas antioxidantes

Superoxido Elimina superoéxido. Intracelular
dismutasa
Catalasa Elimina H,O,. Haem. Intracelular
Glutation Elimina peroxidos. Intracelular. Contiene selenio. Previene
peroxidasa formacion hidroxil. Regenera ascorbato y glutation NADPH.
Detoxifica xenobidticos.

Antioxidantes preventivos

Transferrina Transporte de hierro, saturacion 20-30%.

Lactoferrina, similar en la leche.

Ceruloplasmina Transporta 90% del cobre plasmadtico. Actividad ferroxidasa, une

hierro a transferrina.

Albtimina Débil union de cobre. No dafio por RL (alta concentracion y

turnover). Aporte fundamental de grupos tiol.
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Antioxidantes por retirada

Acido ascorbico

Hidrosoluble, inhibe la lipoperoxidacion
Regenera la vitamina e.

GSH regenera dihidroascorbato celular.

Acido turico

Catabolito hidrosoluble de las purinas.

Bilirrubina Previene la peroxidacion de los Acidos Grasos unidos a la albumina.
Thioles Muy abundantes: albumina y proteinas del plasma. Escasa GSH
extracelular (funcidn intracelular). GSH regenerado por otros thioles
(NAOQ).
Tocoferol Liposoluble (lipoproteinas y membrana).
Tocoferil regenerado por el ascorbato.,
B-caroteno Precursor del retinol. Sinergia con tocoferol.

Ubiquinol-10

Forma reducida coenzima Q) en lipoproteina. Liposoluble. Regenera

tocoferil.
Flavonoides Polifenoles en frutas, vegetales, té y vino.
Incrementan la actividad de las enzimas antioxidantes
Superdxido Recombinante y/o natural. Conjugada a albtimina o PEG.
dismutasa A dosis farmacologicas disminuye la unién de neutréfilos a epitelio.
Catalasa Natural o encapsulada (liposomas o PEG)
Glutation Actividad aumentada por el Selenio. Ebselen, la mimetiza.
peroxidasa
Antioxidantes preventivos
Desferroxiamina Quelante del hierro, previene frente a RL ferrodependientes.

Tabla I.12. Antioxidantes naturales y sintéticos de uso terapéutico (Maxwell).
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Antioxidantes por retirada de RL

Probucol Reduce la oxidacion de lipoproteinas
Salicilatos Antiinflamatorios, cortan reaccion de cadena de RL
21-aminoesteroides Potente inhibicion de peroxidacion ferrodependiente
Manitol Eliminacién de radicales hidroxil
Dimetilsulfosido Eliminacion de radicales hidroxil
Dimetilurea Eliminacién de radicales hidroxil
Otros Multiples sustancias. ;Escasa concentracion in vivo?

Inhibidores de la xantinoxidasa

Alopurinol, oxipurinol | Inhibicion de la xantinoxidasa + actividad antioxidante

Inhibidores de neutrofilos y macrofagos

De NADPH oxidasa [ Inh. Superéxidos: adenosina, AINEs, calcio antagonistas

Destruccion de neutrofilos circulantes
Suero antineutrofilos Ac monoclonales frente CD11/CD18

Agentes antiadhesion Antagonistas de la act. plaquetaria

Tabla 1.13. Antioxidantes naturales y sintéticos (Maxwell).

Segtin su mecanismo de accion podemos clasificar los antioxidantes:

M® Carmen Garcia Morales 76




Tesis Doctoral. INTRODUCCION

Tipo del sistema Mecanismo de accion Nombre del antioxidante
de defensa

-Catalasa, glutation peroxidasa y S-

transferasa.

. - ., -Transferrina
Antioxidantes de | Suprimiendo la formacion ’

prevencion de RL ceruloplasmina,haptoglobina.

-Superdxido dismutasa,carotenoides.

-Lipofilicos:ubiquinol,vitaminas A y

. . E,carotenoides.
Removiendo radicales al ’

.. inhibir el inicio de la -Hidrofilicos:acido urico,
Antioxidantes
L cadena y romper la acidoascorbico, albumina,
eliminadores de
. propagacion de la cadena. bilirrubina.
radicales
Enzimas de Reparan los dafios y Enzimas de reparacion del ADN,
reparacion y de | reconstituyen la membrana proteasas, transferasas,lipasas.
“novo”.

Tabla 1. 14. Antioxidantes segiin su mecanismo de accién en el organismo.

La produccién de RL es un fendmeno natural, dinamico y continuo. El dafio
potencial que estos compuestos pueden ocasionar depende del estrecho equilibrio con
los sistemas antioxidantes que protegen a las células del organismo. Se trata en
definitiva de una sintesis de fuerzas que dard como resultado la supervivencia de la
célula, su alteracion génica o la apoptosis. Los mecanismos de defensa para neutralizar
los RL y EROs son multiples y variados. Existen varias clasificaciones de las defensas

antioxidantes que exponemos a continuacion:

a. Defensas antioxidantes primarias y secundarias.

Las primarias previenen el fendmeno oxidativo impidiendo la formacion de los
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RL o elimindndolos. Aqui se incluyen la vitamina E presente en la fraccion
insaponificable del aceite de oliva virgen extra, el acido ascorbico, beta-caroteno,
acido urico y algunas enzimas como superoxido dismutasa, glutation peroxidasa,

catalasa y DT-diaforasa.

La funcién de las secundarias no es ser protectoras o eliminadoras del agente
oxidante, sino que su papel seria el de eliminar los productos nocivos formados,
impidiendo su acumulacion. En este grupo encontramos a las enzimas de reparacion del
ADN, exonucleasas y endonucleasas, enzimas proteoliticos (proteasas y peptidasas),
enzimas lipoliticos (fosfolipasa A2) y transferasas. Excepto los sistemas de reparacion
del ADN, los restantes enzimas lo que hacen es metabolizar los 4cidos nucleicos,
proteinas y lipidos que han sido dafiados por los RL/ERO. Dichas biomoléculas dafiadas
ya no cumplen su funcidon bioldgica y su permanencia los convertiria con toda

probabilidad en agentes nocivos.
b. Defensas antioxidantes en funcion de su mecanismo de accion.

Estan constituidas por antioxidantes de prevencion, antioxidantes eliminadores
de radicales y sistemas enzimaticos de reparacion o sintesis de novo. Entre los sistemas
enzimaticos relevantes (Halliwell y Gutteridge, 1998, Quiles, J., 1995) cabe citar los

siguientes:

3.1. Mecanismos antioxidantes enzimaticos o de producciéon endégena.

Son enzimas con capacidad antioxidante que no se consumen al reaccionar con los
radicales libres, y son dependientes de ciertos cofactores generalmente oligoelementos

metalicos tales como cobre, hierro, magnesio, zinc o selenio.

3.1.1. Superdxido dismutasa (SOD).

Es un grupo de metaloproteinas, caracterizadas por la presencia de manganeso en
las mitocondrias o de zinc-cobre en el citosol, que cataliza la reaccion de formacion de
perdxido de hidrogeno a partir del oxigeno y el hidrogeno como se representa en la

siguiente ecuacion quimica:
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Oy-+ 0y-+ 2H+=> O, + H,0,

Las concentraciones en plasma son muy bajas o nulas. Su concentracion mayor
parece encontrarse en los sitios donde puede producirse oxigeno. La familia de las
superoxido dismutasas (SOD) ha ido en aumento y ya se han descubierto al menos tres
miembros ademas de las dos proteinas inicialmente detectadas (la Mn SOD
mitocondrial y la Zn/Cu SOD citoplasmatica, que dan cuenta del 100% de la actividad
SOD intracelular), la Esc-SOD es de localizacion extracelular. La distribucion de la
SOD es muy amplia a nivel tisular, con excepcion de la Mn-SOD, que no se localiza a
nivel eritrocitario; todas ellas ejercen un importante papel en el control de los niveles de

radical superoxido a nivel celular (Monte M, 1994).

3.1.2. Catalasa.

Se trata de una enzima ferroporfirinica intracelular, cuya localizacion principal son
los peroxisomas (80%) y el citosol de las células, aunque también estd presente en las
mitocondrias y otros organulos (Nieto, N., 1993). La concentracioén de catalasa varia en
las diferentes localizaciones celulares, y entre los diferentes tejidos del organismo,
siendo su concentracion baja o ausente en plasma (Ramon, JR.,1993), en tanto que

abunda y es muy activa tanto en higado como a nivel eritrocitario (Nieto, N.,1993).

Sin embargo, puede ser el antioxidante celular mas importante cuando se escapa de
las células necrosadas, autolimitando la extension del dafio por RL. Ejerce su accion
sobre el peroxido de hidrégeno de forma muy eficaz. La funcion de la catalasa es doble:
por un lado cataliza la descomposicion de perdxidos de hidrogeno en agua y oxigeno, en
tanto que también ejerce una funcion peroxidica, produciendo la oxidacion de
donadores de hidrégeno como el metano, los fenoles o el etanol con consumo de

perdxidos como el H,O, (4debi H, 1984):
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H202 < 2H,0 + O,

ROOH +AH; = ROH + H,O + A

El predominio de la reaccidon catalitica o peroxidica depende tanto de la
concentracion de perdxido de hidrogeno en el sistema como de la concentracion de
donadores de hidrogeno. La descomposicion de H,O, por parte de la catalasa es bastante
rapida, sin embargo, su afinidad por el mismo es baja, por lo que se requieren altas
concentraciones para su descomposicion (Monte M, 1994, Casado, A., Lopez-

Fernandez, ME., 2003).

3.1.3. Glutation peroxidasa.

Cataliza la reaccion de los hidroperdxidos con el glutation reducido (GSH) para
formar glutation disulfuro oxidado (GSSG) y el producto de la reduccion del

hidroperoxido:

ROOH + 2 GSH—ROH+GSSG + + H,O

El enzima contiene Selenio, probablemente en el centro activo. Es especifica
para GSH y no para el hidroperdxido. Esta clara falta de especificidad de sustrato
aumenta su capacidad de accion. En el estado estable se requiere la regeneracion del
GSH por la reduccion del GSSG. La GSSG reductasa, dependiente del NADPH,
tiene una distribucion subcelular similar a la de la glutation peroxidasa. La oxidacion
del NADPH une la accion de la glutation peroxidasa con los sustratos unidos a
NADPH. En situaciones de estrés oxidativo la actividad peroxidasa la realizan las
glutation transferasas, con aumento de la actividad peroxidasa y disminucién de la

actividad transferasa (Warholm, M., et al, 1985, Aniya, Y., et al, 1993).

3.1.4. Glutation reductasa.

Es una flavoproteina que cataliza la reduccion de NADPH que depende del
disulfuro de glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH). La reaccion es

esencial para el mantenimiento de los niveles de glutation. Esta molécula tiene un
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importante papel como reductor de los procesos de 6xido-reduccion, actuando también
en los procesos de detoxicacion y en otras funciones celulares de gran importancia. La
actividad de esta enzima permite mantener los niveles de GSH para la accion de la
glutation peroxidasa. Es beneficioso, por tanto, un elevado balance GSH/GSSG para el
mantenimiento de la salud, ya que asi se promueve la detoxificacion del perdxido de
hidrégeno y de otros agentes toxicos externos.N-Acetilcisteina (NAC) y otros
compuestos con puentes sulfhidrilos (penicilina, captopril...) pueden actuar como

antioxidantes al contribuir a la sintesis de glutation y aumentar la eliminacion de los RL.

3.2. Mecanismos antioxidantes no enzimaticos.

Son compuestos principalmente exdgenos teniendo como caracteristica que se
consumen durante su accidon antioxidante, por lo que deben ser reemplazados. Provienen
fundamentalmente de la dieta. Como antioxidantes de bajo peso molecular no
enzimaticos estdn las vitaminas E y C, el beta-caroteno, el acido urico, la
ceruloplasmina, la transferrina, la taurina, el dimetilsulféxido (DMSO), Ila
dimetilformamida (DMPO), quelantes de metales pesados, taninos, alcaloides del
Gingko biloba, selenio, lactoferrina, tioxantina, hidroxantina (atrapador del radical OH),

los acidos nordidroguayarético y tiazolidincarboxilo, etc.

1) Vitamina E (alfa-tocoferol).Estd presente en el aceite de oliva virgen y es el
antioxidante de membrana mas eficaz que se conoce, protegiendo a la misma del
dafio peroxidativo. La vitamina E, después de haber sido oxidada y antes de
descomponerse, puede ser reducida de nuevo por el acido ascorbico y el glutation,
entre otros. La funcion fisioldgica mas aceptada de la vitamina E es su papel como
“scavenger” de los radicales libres, previniendo la lesion oxidativa de los acidos
grasos poliinsaturados y de las proteinas ricas en grupos tiol de las membranas
celulares, preservando asi la integridad estructural y funcional de los organulos. Se
considera el antioxidante natural mas efectivo (Burton, GW., 1992), cuya funcién se
ha demostrado tanto “in vivo” como “in vitro” (Liebler, DC., 1993). En 1968,
Tappel publicé un articulo en el que sugeria que el acido ascorbico podria reducir los
radicales tocoferoxilo formados durante el “scavenging” de los radicales libres

formados in vivo durante el metabolismo, lo que permitiria a una molécula de
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tocoferol limpiar muchos radicales y unirse a la vitamina C para la proteccion de las

membranas contra el dafno producido por los radicales libres.

La vitamina C ayuda a mantener los niveles de vitamina E ya que prevendria de
la pérdida oxidativa de los alfa-tocoferoles en la comida durante el proceso de la
digestion. Ella ascorbato también podria afectar la distribucion del tocoferol
disponible en el organismo.

Existe una relacion inversa entre la tasa de vitamina E y en sangre y la tasa de
mortalidad por cardiopatia isquémica en poblaciones diferentes paises europeos
(Gey, 1991), estando Espana en los niveles menores de mortalidad asociados a la
mayor tasa de vitamina E plasmatica. La vitamina E activa la reduccion del
citocromo C y reduce el NADH, aunque no esta claro que pueda ser metabolizada
por la cadena respiratoria. Disminuye la fluidez de la membrana y altera la
premeabilidad al fosfato. Puede afectar la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos y
por tanto el metabolismo de AMPc, previniendo la peroxidacion del acido

araquidonico a Pgs.

En células aisladas la vitamina E aumenta el n® de divisiones celulares de los
fibroblastos en cultivo. Cuando ademas las células aisladas estan sometidas a estrés
ambiental o a algunas concentraciones de oxigeno, el alfa-tocoferol disminuye el
deposito de lipopigmentos, al igual que la produccion de malondialdehido (MDA).
En animales primitivos, como celentéreos, anélidos,...etc, la vitamina E disminuye el
deposito de lipofucsina (en experimentos llevados a cabo con nematodos de edad
avanzada) aumentando su esperanza de vida en un 17%. Igualmente, el alfa-tocoferol

aumenta la forma fisica de las Drosophilas mayores.

2) Ubiquinona (Coenzima Q).Puede actuar como bloqueante de los RL, ademds de su
papel en la cadena respiratoria mitocondrial. Los mecanismos aceptados por los que
el CoQ puede actuar como antioxidante son previniendo la peroxidacion lipidica o la

propagacion de la reaccion en cadena.

3) B-Carotenos. Actiia como agente fotoprotector frente a los efectos deteriorantes de la

luz, del oxigeno y de los pigmentos fotosensibilizadores. La actividad antioxidante de
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estos compuestos se basa en su capacidad para reaccionar con determinados radicales
libres, como el peroxilo, el hidroxilo, el oxigeno singlete, el anién superoxido, el acido

hipocloroso y otras especies reactivas (Handelman, G.J.,1991).

4) Acido ascorbico. Actiia como un potente agente reductor ya que reduce radicales
libres derivados del oxigeno, del nitrogeno y del sulfuro. Es un antioxidante soluble en
agua que reacciona directamente con el radical superdxido, hidroxilo y con el singlete
de oxigeno. En combinacion con hierro o cobre puede acelerar su formacion a través de
la reaccion de Fenton. Hay que resaltar que a pesar de su importante accion como
antioxidante, resulta paraddjico que el ascorbato pueda en ciertas condiciones generar
los mismos radicales activos que en otras situaciones destruye actuando entonces como
prooxidante. El acido ascorbico puede sufrir de manera rapida y consecutiva dos
procesos oxidativos monovalentes, con formacién de radical semidihidroascorbato
como intermediario, que no es muy reactivo y puede interaccionar de forma directa con
radicales superdxido, hidroxilo y oxigeno singlete, asi como radicales lipidicos y otros
centrados en el nitrogeno y el sulfuro (Buettner GR, Jurkiewiez, B.A., 1991). Por otro
lado, también es capaz de ejercer un papel antioxidante de manera indirecta, mediante la

regeneracion del alfa-tocoferol.

5) Otros antioxidantes. En los ultimos afios se estan descubriendo numerosos
compuestos antioxidantes de interés bioldgico, como el glutation (tripéptido formado
por cisteina, glicina y glutamina). La accion antioxidante de la mayoria de éstos se
conoce in vitro, quedando por determinar su accion real in vivo. Entre las moléculas
proteicas no enzimaticas de localizacion plasmatica se conocen las siguientes:
ceruloplasmina, transferrina, albimina, haptoglobina, y hemopexina. Exista un grupo de
pequenias moléculas no enzimaticas y de pequefio peso molecular como el acido urico,

bilirrubina, licopeno, luteina, zeoxantina, polifenoles, vitamina K, etc.

3.3. Melatonina.

La melatonina (5-metoxi-N-acetil-triptamina) estd presente en organismos tan
alejados filogenéticamente como las algas y los humanos lo que sugiere que es una

molécula altamente conservada a lo largo de la evolucion (Poeggeler B, et al, 1991). En
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vertebrados es segregada por la epifisis o glandula pineal mayoritariamente, localizada
en el centro del encéfalo. Se trata de una estructura circunventricular, proxima al tercer
ventriculo cerebral y fuera de la barrera hematoencefalica. Actualmente, se ha
demostrado la sintesis de melatonina por otras células y tejidos. Esta indolamina es
producida por también por la retina, el timo, linfocitos B, higado y, sobre todo en el
intestino, y posiblemente otros 6érganos. También ha sido encontrada en invertebrados,
bacterias, organismos unicelulares incluso plantas. (Reiter, R.J., et al, 2003).

La distribucion orgénica de la melatonina se corresponde con la localizacion de las
células argentafines productoras de serotonina. La melatonina de origen extrapineal
pasa a la circulacion, aunque la sintetizada en la retina y en el tracto gastrointestinal
pueden actuar alli. El1 95% de la melatonina liberada a la sangre es metabolizada por el
higado. En el SNC la melatonina es rapidamente oxidada hacia N-acetil-5-metoxi-
kinurenamina, sustancia que supone un 15% del total de los metabolitos urinarios de la
hormona. La vida media de la melatonina tiene unos valores que fluctuan entre los 20
minutos a los 45-60 minutos.

Su produccion muestra variaciones a lo largo del dia vinculadas al ciclo
circadiano generado por un “reloj” o marcapasos interno situado en el hipotalamo, que

es el nucleo supraquiasmatico (NSQ), el cual esta sincronizado con el ciclo luz-

oscuridad durante las 24 h del dia (Moore RY, 1978). Es un ciclo que influye de forma
decisiva en los seres vivos ya que determina sus actividades vitales y comportamiento.
En la Naturaleza los fendémenos biologicos que acontecen en los distintos niveles de
organizacion suceden siguiendo ciclos regulables en una compleja interrelacion de unos
con respecto a otros.

El descubrimiento de la melatonina se debe al dermatologo Aaron Lemer (1958)
(Lemer AB, et al, 1958), que descubrio las hormonas melanocito estimulante y 3-MSH
que oscurecian la piel y buscaba una molécula que pudiera aclarar la piel. La molécula
por derivarse de la serotonina y por referencia a la melanina la denominé melatonina.

Su estructura quimica es indolica derivada de la serotonina a partir del Triptofano

y es la siguiente:
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Figura 1.3.Estructura quimica de la 5-metoxi-N- acetil-triptamina o melatonina.

® Biosintesis.

La biosintesis de la melatonina se rige por una via multisinptica cuyo origen
estd en la retina, y por medio del tracto retino-hipotalamico accede al NSQ del
hipotalamo, para posteriormente alcanzar la epifisis. La actividad secretora de la
glandula pineal y su relacion con el fotoperiodo requieren la integridad de esta
inervacion. La produccion de melatonina es inhibida por la luz. A que a medida que se
sintetiza es liberada a la circulacion, por lo que sus niveles plasmaticos son un buen
indicador de su produccion. La mayor parte de la melatonina circulante es excretada por
la orina en forma de compuestos sulfatados como el catabolito 6-slfatoximelatonina (6-
SMT) que resulta de su catabolizacion en el higado. S6lo una pequefia porcion serd
eliminada de forma libre. Su biosintesis sufre diversas variaciones por las hormonas
circulantes(Matuszak, Z, et al, 1997), (Muiioz-Hoyos A, et al, 2002) que regulan la
produccion de melatonina como la N-acetil-transferasa, cuya accion reguladora de la
secrecion de N-acetil serotonina también esta documentada (Browenstein, M., et al,
1972), asi como por la Hidroxiindol-O-metiltransferasa, que influye en la velocidad de
sintesis de la aMT, y la MonoAminoOxidasa (MAO)(Escames, G., et al,2002).

® Secrecion de la melatonina a lo largo de la vida.

La secrecion de melatonina varia a lo largo de la vida de la siguiente forma:
Durante los primeros seis meses de vida, los niveles nocturnos de melatonina son bajos,
entre los 1 a 3 afios alcanzan un pico nocturno y tienen ritmicidad circadiana. Entre los

15 y 20 afios ocurre una caida en los niveles del 80 % debida probablemente al
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incremento de la talla del cuerpo, a pesar de la produccion constante de melatonina
después de la infancia. Durante las décadas siguientes disminuyen moderadamente hasta
los 70-90 afios (Waldhauser F, et al, 1988).

® Factores implicados en la disminucion de la melatonina con la edad.

El descenso en la produccién de melatonina durante el envejecimiento puede ser
consecuencia de las alteraciones relacionadas con la edad en los sistemas neuronales
cerebrales que regulan la actividad pineal que esta regulada por el NSQ, considerado el
“reloj bioldgico” tanto para la epifisis como para otros ritmos neuroendocrinos. El NSQ
recibe mucha informacion procedente de diferentes sistemas nerviosos cerebrales siendo
los mas importantes las informaciones serotoninérgicas que se originan en los nucleos
de Rafe del tallo cerebral asi como fibras catecolaminérgicas del tallo cerebral que
terminan en el NSQ. Cualquier alteracién en estas vias repercutirda en la sintesis de
melatonina desde la glandula pineal. Otras posibles causas son la alteracion de
receptores B-adrenérgicos, calcificacion de la glandula pineal, descenso del ntimero total
de pinealocitos, alteraciones en la tasa de aclaramiento de melatonina, déficit en la via
de utilizacion de 5-hidroxytriptéfano o menor frecuencia de potenciales de accion
durante la noche, hallazgos todos ellos encontrados mediante estudios realizados en rata

hamster y hombre.

® Capacidad antioxidante de la melatonina.

La melatonina tiene multiples acciones como un antioxidante actuando como un
protector celular. Existen evidencias que indican que la melatonina tiene capacidad
antioxidante, es decir, que atrapa radicales libres. La actividad antioxidante de la
melatonina se realiza a todos los niveles de la célula (membrana, citosol, mitocondria y
nucleo). La melatonina al ser muy lipofilica, atraviesa todas las membranas celulares,
ademads de las barreras hematoencefalica y placentaria. Las funciones de la melatonina

como un antioxidante incluyen:

a) Atrapa directamente radicales libres.

b) Estimula la actividad de enzimas antioxidantes, mediante la regulacion de la
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c) expresion génica de determinados enzimas de oxido-reduccion.
d) Incrementa la eficiencia de la fosforilacion oxidativa mitocondrial y reduce el
escape de electrones.

e) Aumenta la eficiencia de otros antioxidantes.

Pueden existir otras funciones de la melatonina, todavia no descubiertas.
Numerosos estudios tanto in vitro como in vivo informan de la disponibilidad de
concentraciones tanto fisiolégicas como farmacoldgicas de melatonina que protegen

contra el dafio oxidativo de los radicales libres. (Reiter, R.J., et al, 2003).

Hardeland plantea la posibilidad de que la produccion circadiana de melatonina
ocurra como papel antioxidante (Hardeland, R. et al, 1995). La capacidad de
eliminacion de radicales hidroxilo se debe a su estructura quimica; concretamente,
estriba en el grupo metilo en posicién 5 —OH del anillo indol, mientras que el grupo N-
acetil ejerce una accion sinérgica (Tan, D.X, et al, 1993) con las vitaminas C y E. Se ha
evidenciado la accidon antioxidante de la melatonina frente a otros radicales,
concretamente los radicales peroxido (Pieri, C et al, 1994; Scaiano, J.C, 1995) y el

singlete de oxigeno. (Reiter, R.J., et al, 1995, Acunia-Castroviejo, D., et al, 1995).

En todos los modelos experimentales conocidos la melatonina mostré capacidad

de agente antioxidante (Pierrefiche, G. et al, 1995), como en los siguientes estudios:

Previno completamente la lesion oxidativa mitocondrial causada por la proteina B-

amieloide marcador neuropatoldgico del Alzheimer.

o Disminuy6 la peroxidacion lipidica de corteza cerebral y diencéfalo asi como la
ulcerogénesis de mucosa gastrica desencadenada por malondialdehido.

« Evit6 la necrosis tubular con su poder antioxidante y restaur6 la actividad enzimatica
antioxidante en rifion de rata, tras el tratamiento con gentamicina la cual aumenta la
lipoperoxidacion.

o Redujo la peroxidacion lipidica de higado, pulmon, iledn y rifion de rata, tras la

exposicion a zimosano, agente no bacteriano que produce inflamacion a través de las

especies reactivas de oxigeno. (Melchiorri D, et al, 1994).

Disminuy6 el dafio en la capa celular piramidal del hipocampo de rata, tras la
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exposicion al acido quinolénico que desencadena dafio neuronal.
« Disminuy6 significativamente la peroxidacion lipidica en bazo y plasma de rata tras
una sobredosis de hierro o fosfina, desencadenadores de la peroxidacion lipidica.
o Protegi6 al pulmon y rifion de rata contra el efecto carcindgeno potencial, dafio al
ADN y lipidos de membrana que desencadena el 4cido D-aminolevulinico.
o La melatonina contrarresta el crecimiento del tumor mamario inducido por el estrés
del ejercicio en ratas, retornando las concentraciones de prolactina y adrenalina a sus

optimos niveles fisioldgicos (Saez, M.C., et al, 2006).

La melatonina es liposoluble por lo que cuando se administra por cualquier via es
absorbida rapidamente pudiendo atravesar todas las barreras bioldgicas, parece que
puede llegar hasta cualquier parte de la célula previniendo el dafio oxidativo.

Tanto el estado antioxidante total (EAT) del organismo como el ritmo de
melatonina muestra variaciones diurnas en personas de entre 2-89 afios, llegando los
valores pico a las 1:00 h. Cuando se exponen los individuos a la luz por la noche,
disminuyen claramente EAT y el nivel de melatonina. Los niveles nocturnos de
melatonina son mas elevados y el EAT muestran los niveles més altos durante las cuatro
primeras décadas de la vida, disminuyendo posteriormente. En personas de 60 afios las
diferencias en cuanto dia/noche se ven disminuidas en mas de un 80 % y en personas
aun mayores las diferencias desaparecen (Waldhauser F, et al,1988). Ademas se sabe
que la glandula pineal en lactantes y personas jovenes tiene anatdbmicamente un mayor
desarrollo y que disminuye su tamafio con la edad lo que estd en consonancia con los
estudios que demuestran que va disminuyendo sus niveles al avanzar la edad. La
melatonina debe ser tenida en cuenta como agente protector del envejecimiento.
Ademas interviene en la sincronizacién de un gran nimero de ritmos biologicos
endocrinos y no endocrinos (reproduccion, suefio-vigilia, actividad locomotora).
Potencia la respuesta del sistema inmune. Su accidn se realiza a través de los linfocitos
T-helper. Regula la actividad cerebral, sincronizando la actividad neuronal al
fotoperiodo, ejerciendo una influencia inhibidora sobre el sistema nervioso central, con
efectos analgésicos y ansioliticos similares a los producidos por las benzodiazepinas a
través de su interaccion con receptores del complejo GABA-benzodiazepinas y
probablemente con receptores de péptidos corticotropos y opioides. Los efectos

anticonvulsionantes y depresores del sistema nervioso central realizados por la
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melatonina pueden depender de su actividad antioxidante.

® Consumo de melatonina.

En la actualidad la melatonina es consumida en algunos paises para los problemas
de insomnio, para el “jet-lag” y en ocasiones para ralentizar el envejecimiento. En
Espafia, la melatonina es un producto de investigacion clinica, sin embargo en otros
paises se puede adquirir como suplemento en tiendas de dietética. La dosis de
administracion de melatonina oscila desde 0,5 a 3 mg, debiendo ingerirse normalmente
una hora antes de acostarse. Tiene una vida media corta, entorno a los 40-50 minutos.
Las concentraciones en suero alcanzan el pico a los 20 minutos y después caen
rapidamente. Seran necesarios mas estudios cientificos para poder tener la seguridad de

poder utilizar la melatonina con el fin de paliar los efectos del envejecimiento.

3.4. Coenzima Q.

Se le conoce también como ubiquinona. Fue nombrada asi por el investigador
britanico R. A. Morton. La razén es que la coenzima Qjo. es ubicua (existe en todas
partes) en donde hay vida. Es una benzoquinona, es decir, un miembro de un grupo de
compuestos organicos ciclicos. En su estructura quimica podemos observar que presenta
en la posicion 6 una cadena lateral constituida por un niimero variable de unidades

isoprenoides y se detalla en la siguiente figura:
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Figura 1. 4. Estructura quimica de la Ubiquinona o Coenzima Q,

Las coenzimas son moléculas indispensables para que se lleven a cabo muchas

reacciones enzimaticas en el cuerpo. Nuestro cuerpo obtiene la coQ a través de la dieta
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y por transformacion de otras coenzimas.

Se encuentra en las membranas de las mitocondrias siendo su funcién principal
la de ejercer como transportador movil en la cadena mitocondrial de transporte de
electrones, transfiriéndolos desde los complejos tipo deshidrogenasa al complejo III, y
por lo tanto, interviniendo en la produccion de ATP, la molécula de energia bésica de

las células durante la respiracion celular aerobica.

A esta funciéon como un transportador de protones y electrones en la cadena
mitocondrial se suma que actia como un antioxidante en su forma reducida (ubiquinol)
inhibiendo la peroxidacion lipidica en las membranas bioldgicas y protegiendo a las
proteinas intermembrana mitocondriales y al ADN contra el dafio oxidativo, por lo que
actlia protegiendo a las células contra los radicales libres. Su actividad antioxidante fue
observada, primeramente, por Mellors y Tappel, que demostraron una eficaz inhibicion
de la lipoperoxidacion por ubiquinol-6 (Mellors, A, Tappel A.L., 1966).

Después de este estudio inicial se relizaron otros en los que se demostro la
interaccion directa del coenzima Q10 con radicales libres, reduciéndose la oxidacion de
lipidos en liposomas, membranas, células y lipoproteinas (Ernster, L., et al, 1992). Se
pensaba que tanto la forma oxidada del coenzima Q10 (ubiquinona) como la reducida
(ubiquinol, CoQH;), desempefiaban los mismos efectos antioxidantes, aunque en
estudios posteriores se demostrd que se necesitaba una elevada concentracion de
ubiquinonas para observar una accion antioxidante significativa (Landi, L. et al, 1990),
encontrandose que la forma reducida o ubiquinol tenia mayor capacidad para inhibir la

lipoperoxidacion inducida (Kagan, V.E. et al, 1990).

-Mecanismos de actuacion antioxidativa del coenzima Q1o:

El mecanismo antioxidativo mas utilizado es el del mantenimiento del poo!/ de
vitamina E mediante la reduccion del radical a-tocoferoxilo. La constante de interaccion
ubiquinol-radical tocoferoxilo es mucho mas alta que la constante de reaccion con el
radical peroxilo, por lo que existe una mayor afinidad por reducir a-tocoferoxilo que por
interaccionar con los radicales peroxilo (Mukai, K., et al, 1993).

De los estudios realizados se  extraen varios mecanismos de actuacion

antioxidativa:
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3+ -
a) Reduccion directa de especies perferrilo (Fe - O2) por CoQH2 [1], con la
consecuente prevencion del ataque de estas especies, considerandose este mecanismo

como inhibidor de la sintesis de radicales alquilo y peroxilo.

b) Interaccion directa con anion superdxido [2] y con radicales alquilo y peroxilo,
mediante donacion de atomos de hidrégeno a estos radicales [3] (Litarru, G.P., 1994;

Kagan, V.E. et al, 1995).

[1] CoQH: + Fe -02— CoQ+ Fe + H202
[2] CoQH: + 202 — CoQ + 02 + H20:
[3] L + CoQHz— LH + CoQ

LOO + CoQH:z — LOOH + CoQ

¢) Regeneracion de a-tocoferol [4].

[4] CoQH:+ T-O — CoQ + T-OH

d) Actuacion del CoQH2 sobre la formacion de ferril mioglobina (forma radical),
producto formado en la interaccion de mioglobina con H202, potente agente oxidante
capaz de agredir diversos componentes celulares.En estudios in vitro se muestra que la
adicion de ubiquinol reduce estos compuestos y por lo tanto su dafio, regenerandose la
forma oxidada de CoQ. Por tanto, este mecanismo antioxidante que lo involucra en el
dafio por isquemia-reperfusion presentaria una doble ventaja: disminucion de un radical

y regeneracion de ubiquinona (Litarru, G.P. et al, 1995).

e) La posible induccion de DT-diaforasa, un enzima que convierte a las quinona en
hidroquinonas, mas que en semiquinonas, preveniendo asi su posterior autoxidacion,

podria convertirse en otro mecanismo antioxidante (Lind, C. et al, 1982).
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En conclusion, esta coenzima es asimismo utilizada por el cuerpo como si se tratara
de un antioxidante enddgeno, que protegeria a las células de la accion nociva de los
radicales libres, capaces de dafiar al ADN. Por tanto, se puede considerar un importante
antioxidante endogeno liposoluble. (Kaikkonen, J. et al, 1997). Los mecanismos de
accion antioxidante son: inhibicion de la sintesis de radicales alquilo y peroxilo,
mediante reduccion directa de especies perferrilo (Figura 1.5.); interaccion directa con
anidn superoxido y con radicales alquilo y peroxilo, mediante la donacion de atomos de
hidrogeno (Kagan, V.E., et al, 1991, Litarru, G.P, 1994).

Fe9-0,"  Fe?+HO

| R -

Iniciacion

Vit EOH Vit EO

-

Figura I.5. Mecanismos antioxidantes del Coenzima Q.

Los niveles de ubiquinona en los tejidos estan sujetos a regulacion por factores
fisiolégicos que estan relacionados con la actividad oxidativa del organismo. Los
niveles de ubiquinona incrementan bajo la influencia del estrés oxidativo, por ejemplo
en el ejercicio fisico intenso, la adaptacién al frio, el tipo de grasa predominante en la
dieta, tratamiento con hormonas tiroideas y disminuyen durante el envejecimiento
(Albano, C.B, et al, 2002). La actividad antioxidante del ubiquinol (forma reducida) es
independiente del efecto de la vitamina E, inhibiendo la propagacién de la peroxidacion
lipidica. En adicion, el ubiquinol puede mantener eficientemente el efecto de la vitamina
E por regeneracion de la vitamina, pero dependiendo de agentes hidrofilicos como el

ascorbato (vitamina C). El ubiquinol es el antioxidante liposoluble que las células
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animales pueden sintetizar de novo, para lo que existen mecanismos enzimaticos que
pueden regenerar la forma antioxidante desde su forma oxidada. Su alto grado de
hidrofobicidad y su existencia difundida en las membranas biologicas indican un
importante papel del ubiquinol en las defensas celulares contra el dafo oxidativo.

(Ernster L, Forsmark-Andree P, 1993).

La suplementacion en humanos con CoQjo (la coenzima oxidada), incrementa
las concentraciones de CoQH, (ubiquinol, forma reducida, que es un potente
antioxidante como he comentado con anterioridad) en plasma y aumenta la resistencia
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) a la iniciacion de su peroxidacion. (Mohr
D, et al, 1992).

En un estudio realizado para analizar el papel del coenzima Qo en la formacion
de radicales libres y como antioxidante se observéd que el peroxido de hidrogeno puede
actuar como un oxidante de la semiquinona. Los resultados de estudios posteriores
indican la posibilidad de que la superdxido dismutasa puede interactuar con el
ubiquinol. (Beber RE, 1992).

La concentracion de coenzima Qjo no es uniforme en el cuerpo. Hay células de
ciertos 6rganos que contienen mucha mas coQ;o que otras. Existe mayor cantidad de
esta coenzima en los Organos que requieren mayor cantidad de energia para poder
funcionar adecuadamente como son el corazén y el higado. A medida que una persona
envejece, los niveles de coenzima Q se vuelven cada vez menores y sobre todo en

situaciones de estrés continuo.

Entre las propiedades de la coQ;o cabe destacar las siguientes:
-En procesos alérgicos a algunas personas les sirve de antihistaminico natural.
-Mejora nuestro tono vital ya que es esencial para la aportacion de energia a cada célula.
Ademas mejora la tolerancia al ejercicio fisico en personas sedentarias, siendo ideal
también para deportistas ya que es capaz de aumentar la tolerancia ante el esfuerzo.
-Fortalece el sistema inmune ya que incrementa la capacidad fisioldgica de utilizacion
del oxigeno sobre todo en situaciones de estrés y eso favorece la funcion de las células

del sistema inmunoldgico. Parece ser también importante para fortalecer las defensas en
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pacientes con cancer.

-La coQjo es una buena aliada en los problemas cardiacos (angina de pecho, infartos,
etc) ya que es uno de los nutrientes principales del tejido cardiaco favorece la
oxigenacion y combate los radicales libres. Hay que tener en cuenta que el corazon es
un 6rgano muy activo que utiliza una gran cantidad de energia para llevar a cabo su
actividad por lo que esta coenzima es esencial en su funcioén. No es de extrafiar, que sea
frecuente observar en los pacientes cardiacos niveles inusualmente bajos de coQio. En
un estudio sobre el impacto de esta coenzima en la angina de pecho se comprob6 que en
los pacientes que fueron tratados con ella se reducian los episodios anginosos en un 53
%. Ademas el latido regular y la coordinacion y la fuerza del mismo. Ha mostrado
también su eficacia en las miocardiopatias, las insuficiencias cardiacas congestivas, la
cardiopatia isquémica, el prolapso de la valvula mitral, las arritmias y la hipertension.
-Puede ayudarnos a reducir el peso de manera natural. Las personas obesas y las que
hacen dietas muy estrictas suelen presentar niveles bajos de co Q.

-Incrementa la longevidad enlenteciendo el proceso de envejecimiento. Eso es debido a
su poder antioxidante que neutraliza los radicales libres.

-Los pacientes con distrofia muscular parece que poseen niveles reducidos de co Qjo. La
suplementacion con co Qo puede mejorar su calidad de vida.

-En los enfermos de Alzheimer la union de la coQjo con el hierro y la vitamina B6
puede minimizar los sintomas de demencia y retrasar de forma progresiva la pérdida de
memoria.

-También se ha mostrado eficaz en el tratamiento de la enfermedad periodontal, la

pardélisis de Bell, la sordera y el sindrome de fatiga crénica.

En estudios posteriores ha sido demostrada la relacion de la ubiquinona con
extension de la peroxidacion lipidica inducida por estrés, bien exdgeno (adriamicina) o
endogeno (ejercicio fisico), observandose un aumento de los niveles de co Qo en las
membranas lipidicas (Mataix J, et al, 1997).

En otros estudios se ha manipulado la grasa alimentaria de la dieta, de tal
forma que el grado de grasa insaturada conducia a diferentes contenidos mitocondriales
de Co Q9 y Co Q. La grasa monoinsaturada incremente los niveles de CoQq
mitocondrial, mientras que la grasa insaturada disminuye dichos niveles. El efecto

combinado del ejercicio fisico y la grasa de la dieta sobre los niveles plasmaticos y en
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tejidos de CoQjo han sido también estudiados. Los niveles de Co Qjp no cambiaron
durante el ejercicio aerdbico cuando la grasa era monoinsaturada mientras que
aumentaron ligeramente en el caso de utilizar grasas poliinsaturadas, sucediendo al
contrario con el ejercicio anaerdbico. (Mataix J, et al, 1997).

Dada la importancia de este compuesto para la dptima produccion de la energia
celular, se comenz6 a investigar si su utilizacion seria beneficiosa en enfermedades
cardiovasculares y en el cancer.

Entre las acciones del coQ;o cabe destacar que estimula el sistema inmune. En
diferentes estudios que se han realizado sobre bioquimica humana corporal, se ha
descubierto que cuando los niveles de coQ;o son deficientes en mas del 25 % comienzan
a aparecer una serie de enfermedades que pueden ir desde la hipertension, problemas
cardiacos, problemas de inmunodeficiencia y cancer. Si esta deficiencia en los niveles
de coQ;o es mayor al 75 % la vida no puede continuar.

Hoy sabemos que la coenzima Qo es una parte integral del ciclo inmunologico.
Cuando los niveles de coQj estan bajos, también la inmunidad esta débil.

También se sabe de la importancia del Selenio en la produccion normal de
c0Qjo. Actlia como un agente estimulante para la activacion de los macréfagos. Es
inmunoestimulante, capaz de ayudar al buen funcionamiento de la inmunidad tanto
humoral como celular. La estimulacion inmunologica que es producida por la coQjo se
obtiene por un mecanismo que es totalmente distinto al de algunas drogas
inmunoldgicas, las cuales, a veces tienen riesgo de producir toxicidad. Muchos estudios
realizados con la coQ o han sido publicados en Proceedings of the National Academy of
Sciences.

Como conclusion podemos afirmar que la coQjo estimula la efectividad de
sistema inmunologico pero no porque estimule la produccion de un mayor nimero de
células, sino porque induce mas energia y de esta manera aumenta la

inmunocompetencia de las células ya existentes.

3.5. Phlebodium decumanum.

Las repercusiones que el ejercicio fisico intenso tiene sobre el sistema inmunitario
son la causa para estudiar los efectos de un inmunomodulador como parece serlo el

Phlebodium decumanum. En el ejercicio se produce un estado inflamatorio que ocasiona
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alteraciones en el sistema inmune. Los inmunomoduladores son sustancias que tendrian
una actividad sobre la fisiologia del sistema inmune en el organismo, comprenden un
amplio grupo de productos y sustancias con diferentes actividades y efectos sobre las

funciones del sistema inmune que en la mayoria de los casos no estdn perfectamente
definidos.

Los inmunomoduladores que se considera que son potencialmente activos en la
prevencidn o recuperacion de las alteraciones del sistema inmune asociadas a la practica
del ejercicio fisico intensode incluyen las inmunoglobulinas, el glicofosfopectical, el
levamisol, las interleucinas y sus receptores solubles y los anticuerpos dirigidos frente a

diferentes moléculas relevantes (Esteban Fernandez E, 2004).

En este sentido, el empleo de Phlebodium decumanum se utiliza como
inmunomodulador en situaciones de ejercicio fisico intenso. (De Teresa C, 2003). Asi,
el uso de Phlebodium en la reversion del sindrome de sobreesfuerzo fisico y de los
efectos negativos del mismo ha demostrado que los atletas que lo utilizan mantienen un
elevado nivel de esfuerzo evitando la aparicion inmediata de efectos indeseables

asociados a la fatiga. (Punzon, C. et al, 2001, Punzon, C., 2003).

Por tanto, el Phlebodium decumanum es una especie de Pteridofita (helecho) con
propiedades inmunomoduladoras y antioxidantes con potenciales efectos protectores
frente a los riesgos del sobreesfuerzo. Pertenece al grupo de las Polipodidceas, aunque
en América central y Sudamérica se utiliza el término “calaguala” para nombrarlas. La
definicion especifica de estas plantas proviene del acuerdo unanime al que se llegd en
1992 sobre su nomenclatura y clasificacion taxondmica. Este acuerdo se llevd a cabo
por especialistas La Escuela Agricola Panamericana de Honduras, por la Universidad

de Uppsala de Suecia y por la Universidad Nacional Auténoma de Honduras.
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Fotografia I.1. Estas imagenes corresponden a dos fotografias de ejemplares de la especie

Phlebodium decumanum.

Algunos de estos helechos, como el Polypodium leucotomos, tienen aplicaciones
terapéuticas para el tratamiento de enfermedades en las que existen variaciones inmunes

como ocurre con la psoriasis.

Las plantas de la especie Phlebodium decumanun se caracterizan por presentar
un amplio fronde que tiene en su envés varios soros (3 a 7) y un rizoma (tallo
subterraneo) de aspecto grueso y carnoso. Son cultivadas en la plantacién del lago
Yojoa en Honduras. Sin embargo, las plantas de la especie Polypodium leucotomos
presentan como caracteristicas anatomicas diferenciales unos frondes mas cortos y
estrechos con un Unico soro. So6lo en ésta plantacion de la Yojoa se cultivan estas dos
polipodiéceas, constituyendo un buen ejemplo de cultivos procesados orgdnicamente y
un importante aporte a la conservacion de la Biodiversidad. En la siguiente ilustracion
se muestra esquematicamente dos imagenes de las dos variedades de calaguala,

especificamente del género Polypodium (Ilustracion 1.1.):
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Género Polypodium

Subgénero Phlebodium

Polypodium aureum Polypodium decumanum

Phlebodium leucotomos Phlebodium decumanum

Ilustracion L.2. En estas ilustraciones se nos muestran las diferencias morfoldgicas de los frondes de

los dos subgéneros de Phlebodium.

A partir de una fraccion hidrosoluble de fronde purificada y estandarizada se

obtienen las formulaciones a base de Phlebodium decumanum. Esta fraccion se obtiene
por extraccion hidroalcoholica de las frondes maduras, secas y trituradas, con posterior
eliminacion del disolvente orgdnico, concentracion de la fase acuosa y purificacion. Los
controles tanto fisico — quimicos como biologicos durante las etapas del proceso hasta
conseguir el producto final sefialan la requerida reproductibilidad lote a lote. Este
exigente proceso sirve para diferenciarlo de otros extractos no estandarizados que
pudieran haber sido obtenidos de plantas silvestres, sin una rigurosa identificacion
botanica y sin los controles de calidad y criterios de seleccion y recoleccion que se
aplican a las plantas cultivadas.
Se pueden obtener formas liquidas (jarabes y capsulas blandas) y formas so6lidas (polvo,
capsulas duras y comprimidos), utilizando distintos excipientes a partir de esta fraccion
hidroalcohoélica. La mezcla de extracto con rizoma esterilizado y triturado, una vez
secada y homogeneizada da lugar a un polvo que puede utilizarse como tal o en forma
de capsulas.
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El extracto de Phlebodium es capaz de mantener el estado redox celular, tras la
sobrecarga de ejercicio fisico. Este efecto debe suponer una mayor funcionalidad
mitocondrial y sobre todo la prevencion de modificaciones celulares propias del estrés

oxidativo.

Hay estudios en los que deportistas sometidos a una actividad fisica intensa y que
han consumido Phlebodium no les aparece la fatiga de forma inmediata manteniendo un
nivel de esfuerzo constante y elevado.

Se han estudiado los efectos del Phlebodium decumanum sobre la reversion del
sindrome de sobreentrenamiento y los efectos adversos del mismo (De Teresa C et al,
2003). Se estudi¢ el efecto del Phebodium decumanum en ciclistas sobre el rendimiento
deportivo, la prevencion del dafio oxidativo y la disfuncion inmune ligados al
sobreesfuerzo fisico. En este estudio, a pesar de la moderada intensidad del
entrenamiento fisico, los resultados mostraron una mejora significativa del rendimiento
fisico a nivel maximo (vatios, lactato, y cociente respiratorio maximos en
cicloergometro) y subméximos (reduccion de la frecuencia cardiaca a nivel submaximo:
250 vatios) en comparacion con el grupo placebo. Asimismo los resultados obtenidos
sobre el dafio oxidativo (ADN mitocondrial) y la disfuncion inmune (IL-1, IL-6, TNF,
TNF-rs, IL-1ra) son mejores en el grupo Phlebodium que en el grupo placebo. El uso
de Phlebodium para en el tratamiento del sindrome de sobreentrenamiento y de los
efectos adversos derivados del mismo, parece ayudar a que los deportistas que lo
ingieren son capaces de mantener un nivel de esfuerzo alto durante mas tiempo, y
ademas no se observa la aparicion de alteraciones del rendimiento causados por la
aparicion de la fatiga. Los efectos de este producto no son simplemente un aporte
nutricional, sino que también tiene efectos reguladores de la respuesta inmunolédgica
(Punzon, C., 2001; Punzon, C. 2003).

Por otra parte, las formulaciones de Phlebodium podrian actuar no s6lo como
suplemento nutricional sino regulando los niveles de TNF, seglin aportan los estudios
llevados a cabo en el Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa” del CSIC en
Madrid, donde se ha demostrado la accion reguladora del Phlebodium sobre la
liberacion de TNF en modelos experimentales in vitro, ya que se admite una disfuncion
inmune caracterizada por la liberacion de elevadas cantidades de TNF como
consecuencia del sobreesfuerzo fisico.
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La accion inmunomoduladora del Phlebodium decumanum en modelos
experimentales in vitro, ha sido estudiada por Punzon y col. (2001, 2003) en el Centro
de Biologia Molecular “Severo Ochoa” de la Universidad Autonoma de Madrid, en
cuyo estudio se concluy6 que el Phlebodium decumanum tiene una accion reguladora de
los niveles elevados de TNFa, cuando los macrofagos son estimulados por LPS y IFTy
como consecuencia de un incremento de la liberacion de receptores solubles (STNF- R)
que bloquean parcialmente (hasta un 80%) dichos picos de liberacion de esta citoquina.

(Punzon C, 2001; Punzon C, 2003).

El uso de Phlebodium decumanum en enfermos de SIDA se remonta a 1995 en
Honduras. El Departamento de Riesgos Poblacionales del Ministerio de Salud en
Honduras, tratd pequefios grupos de adultos enfermos de SIDA, recuperando el apetito,
el peso y la calidad de vida de estos pacientes. Estos resultados preliminares
constituyeron la base de un estudio doble ciego llevado a cabo en El Instituto del Térax

de Tegucigalpa con la colaboracion de la Universidad De Miami, School of Medicine.

Los resultados de estos estudios han sido presentados en el Congreso
Centroamericano de VIH/SIDA celebrado en San Pedro Sula (Honduras), con el apoyo
de importantes organismos internacionales, tales como ONUSIDA y UNICEF e
instituciones como la propia Universidad De Miami, la agencia de Cooperacion

Espafola y los Ministerios de Salud de los paises centroamericanos.

Un estudio de Gonzdlez, J.A (2003) afirma que tras someterse a un programa de
acondicionamiento fisico de un mes, el aporte de Phlebodium beneficia a sujetos no
entrenados previamente de las consecuencias que el ejercicio fisico ejerce sobre el dafio
y la fatiga muscular. Se llega a esta conclusion al observar mejoria respecto de valores
iniciales de enzimas séricas como la CPK , la LDH vy el cortisol. En concreto, los
cambios de la CPK estan cercanos a la significacion estadistica. (Gonzdlez Jurado JA,
2003). En este estudio también se evidencia que el aporte de Phlebodium parece tener
claros efectos beneficiosos sobre el rendimiento por su accidn sobre la fatiga, por lo que
tendria un efecto ergogénico. (Gonzdlez Jurado JA, 2003). Ademas se observa que el
aporte de Phlebodium parece tener un efecto inmunomodulador sobre la disfuncion

inmune provocada por el ejercicio fisico al apreciarse una mejoria de valores de
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biomarcadores de la funcion inmune (como es la IL-6, de la que se encontraron valores

inferiores estadisticamente significativos) y de la respuesta inflamatoria secundaria.

En otro estudio se evidencid que la ingesta de Phlebodium en sujetos no
entrenados en condiciones fatigantes a los que se les sometid6 a un programa de
acondicionamiento fisico, podria constituir una inmunoproteccioén frente al ejercicio
fisico, minimizando fundamentalmente los estados de inflamacion ( Esteban Ferndndez,

E., 2004).

De otro estudio con ratas de laboratorio sometidas a ejercicio extenuante a las que
se les dio un aporte de Phlebodium se extrae como conclusiéon que se aprecian
variaciones favorables en la actividad enzimatica y en las concentraciones de oxidantes
en quienes tomaban Phlebodium cuando se analizaron los efectos del dafio oxidativo y

la disfuncién inmune (Molina Sotomayor E, 2002).

El profesor de Dermatologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Harvard, Dr. Gonzélez Rodriguez, realizé las siguientes declaraciones a Diario Médico
(el 3 de Junio de 2004) en las que afirmaba que “el extracto de Polypodium leucotomos
ha sido empleado en el tratamiento de trastornos dermatologicos como el vitilo,
psoriasis 'y otros  procesos inflamatorios, presentando una  actividad
fotoinmunoprotectora capaz de reducir el riesgo de desarrollar lesiones derivadas de la
exposicion a las radiaciones ultravioletas”. El jefe del servicio de Dermatologia del
Hospital de Santa Cruz y San Pablo de Barcelona, Dr. Alomar afirmaba que “el
extracto de Polypodium leucotomos es capaz de proteger a las células de Langerhans,
que son las células vigias de la epidermis, por lo que ayuda a mantener las defensas

frente a las alteraciones induciadas por la luz solar”.

4. OBJETIVOS E HIPOTESIS DE ESTUDIO.

El interés por la relacion entre inflamacion y estrés oxidativo ha aumentado en los
ultimos afos, ya que comparten un papel comun en la etiologia de una variedad de
enfermedades crénicas. Durante el ejercicio, inflamacion y estrés oxidativo estdn
relacionados por el metabolismo y el dafio muscular ya que se generan especies
reactivas de Oxigeno y de Nitrogeno. Por ello, se intenta buscar estrategias nutricionales
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para reducir estos efectos como pueden ser los suplementos antioxidantes (Peaje, J.M.,
et al, 2006).

Por tanto, y de acuerdo con todas las justificaciones expuestas anteriormente,
pretendemos medir en un grupo de deportistas no profesionales el efecto o repercusion
que tiene la toma de determinados suplementos como son la melatonina, el coenzima
Qo y el Phlebodium decumanum antes de la realizacion de una prueba de ejercicio
fisico intenso. Para ello, se haran mediciones mediante extracciones de sangre

inmediatamente antes y después de la realizacion de la prueba.

4.1. Objetivos generales.

Consideramos que los objetivos a conseguir son los siguientes:
» Profundizar en el conocimiento del papel que el ejercicio fisico posee como:
o generador de radicales libres.
o sobre el sistema inmune.
o sobre el perfil bioquimico.

» Analizar y comparar las posibles implicaciones de la melatonina, coenzima Qo
y Phebodium decumanum como antioxidantes, en los fendomenos oxidativos
derivados del ejercicio fisico intenso, asi como su hipotética accion de

immunomoduladores, y su influencia en el perfil bioquimico resultante.

» Cuantificar en qué medida el ejercicio fisico programado contribuye al aumento
de la calidad de vida debido a sus implicaciones en el envejecimiento y fomentar

habitos de ejercicio fisico saludables.

» Valoracion de la importancia de la practica de la actividad fisica en una
intensidad y frecuencia que aporten beneficios sobre el estado de salud del

individuo.

» Prevencion de las posibles modificaciones en el sistema inmune derivadas de la

practica de un ejercicio fisico intenso.
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4.2. Objetivos especificos.

Establecemos como objetivos especificos de nuestro estudio los siguientes:

» Determinacion de parametros en sangre (parametros plasmaticos y
determinaciones en eritrocito) antes y después de la prueba de ejercicio fisico en

los distintos grupos.

» Determinacion de parametros en orina antes y después de la prueba del ejercicio

fisico intenso en los distintos grupos.

» Comparacion de los parametros plasmaticos, eritrocitarios y urinarios
correspondientes al estado inicial y estado final posterior al ejercicio fisico

intenso de los sujetos.

4.3. Hipotesis.

La hipdtesis que planteamos seria la siguiente:

“El ejercicio fisico intenso ademas de producir fatiga, induce estrés oxidativo que es
causa de numerosas alteraciones en el organismo, y con la pretension de la creacion de
habitos fisico-deportivos saludables, queremos demostrar que con el aporte de
suplementos (melatonina, coenzima Qo y Phlebodium decumanum) que actuarian como
factores modificadores del perfil inmuno-bioquimico se podran minimizar las
alteraciones del sistema inmune y contrarrestar las consecuencias negativas del dafio
oxidativo inducido por el ejercicio fisico intenso ya que se presentan medidas mas

favorables en marcadores bioquimicos”.
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1. MUESTRA POBLACIONAL.

Los individuos que han participado en este estudio son atletas no profesionales
que se han seleccionado en cuatro grupos que han realizado la prueba de ejercicio fisico
anual de subida a Sierra Nevada desde la ciudad de Granada en el mes de Agosto (el 1-
08-2004). Los cuatro grupos establecidos son: grupo melatonina, grupo coenzima Qo,
grupo Phlebodium y un grupo placebo (control).Por tanto, cada grupo tomo6 via oral un
suplemento que pudo ser melatonina, coenzima Q,o, Phlebodium o un placebo los dias
anteriores a una prueba de ejercicio intenso sin conocimiento previo por parte de los
deportistas de qué tipo de suplemento tomaban para descartar una posible

predisposicion o influencia del factor psicoldgico.

Hemos establecido una serie de criterios de inclusion y de exclusion para

elegir a una muestra representativa de la poblacion.

1.1. Seleccion de la muestra:

Criterios de inclusion de los sujetos experimentales:
a) Todos los deportistas habian realizado la prueba en afios anteriores.
b) Ser varones.
Para todos los grupos consideramos como criterios de exclusion, la presencia de

alguna de las siguientes situaciones:

a) Padecer enfermedades metabodlicas manifiestas o generales cronicas o agudas.
b) La presencia de fiebre o de que estd cursando un proceso infeccioso.

c¢) La ingesta de farmacos hepatotoxicos como el paracetamol.

d) Para conseguir una estandarizacion de los individuos de la muestra no deben haber
fumado desde unas horas antes; no han de realizar trabajo fisico excesivo durante las

horas previas y haber comido el dia antes una dieta moderada.

Una vez finalizado el proceso de seleccion, la muestra de estudio quedd
configurada de la siguiente manera: 3 grupos experimentales (2 grupos con de 8 sujetos
cada uno y 1 grupo con 9 sujetos), mas 1 grupo control de 9 corredores. En total

participaron en el estudio 34 sujetos seleccionados. El grupo placebo (G.P) es el que no

M* Carmen Garcia Morales 195




Tesis Doctoral MATERIAL Y METODOS

recibe ningun suplemento y los otros 3 grupos experimentales si (G.M, G.C y G.F). En

la siguiente tabla se especifica el reparto de la muestra en los grupos:

GRUPOS N Sexo Edad Tiempo

media invertido

TOTAL 34 Varones | 40,16 5,65 h

Tabla I1.1: Muestra detallada del estudio.

Los grupos de partida eran de 12 participantes en cada grupo y hemos eliminado
a atletas que no finalizaron la carrera, que tardan mas de 6 horas, que tienen menos de
25 afos o mas de 40 afios para hacer grupos lo mds homogéneos posible dentro de la

limitacion de los participantes de este tipo de carrera.

Todos los participantes han participado en carreras anteriores (afio anterior) y

mantienen una actividad fisica diaria.

1.2. Valoracion médica del adulto que realiza ejercicio fisico.

La inactividad fisica va asociada a diversas patologias (cardiopatia isquémica,

hipertension arterial, obesidad, diabetes mellitas tipo 2,....), (Ciurana R, et al, 1994).

Por el contrario, existe evidencia del efecto preventivo que el ejercicio fisico
ejerce sobre la cardiopatia isquémica, la hipertension arterial, la diabetes mellitas tipo 2,

la obesidad, la osteoporosis, el cancer de colon, la ansiedad y la depresion(Cordoba, R.
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et al, 2001) y ademas, las personas que mantienen un estilo de vida fisicamente activo o
una buena forma fisica presentan menores tasas de mortalidad que las sedentarias y una

mayor longevidad. (Salleras L, Serra L.,1991)

Teniendo en cuenta estas evidencias, debemos recomendar la practica regular de
un ejercicio fisico que reuna las siguientes caracteristicas de intensidad: (frecuencia
cardiaca entre 60 y 85 % de la frecuencia méaxima tedrica, obtenida mediante la formula
220-edad en afios), duracion (minimo 30 minutos por sesion) y frecuencia (minimo tres
dias por semana) (Ciurana R., et al, 1994).Pero no debemos olvidar que la realizacion
de un ejercicio fisico supone un esfuerzo mantenido que puede tener repercusiones en el
estado de salud del individuo, por lo que es muy importante realizar una valoracion

clinica del sujeto antes de iniciar una actividad deportiva (Navas F.J, Jiménez F.,1999).

El objetivo fundamental de esta valoracion es reducir al minimo los riesgos
derivados de la practica de ejercicio fisico y conseguir los mayores beneficios posibles
(Ortega R, Mainka J., 1996). Para ello se deben recoger los antecedentes fisiologicos y
patoldgicos del individuo y hay que realizar una exploracion fisica y algunas
exploraciones complementarias para catalogar el estado de salud del sujeto y descubrir
patologias que pudieran contraindicar el ejercicio fisico (tabla I) o requerir
precauciones especiales (tabla I1.2.) para su practica. (Salleras L, Serra L.,1991; Navas
FJ, Jiménez F., 1999; Ortega R, Mainka J., 1996).

Contraindicaciones absolutas para la practica de ejercicio fisico.
B Infarto de miocardio reciente.
M Angina inestable o de reposo.

B Arritmias: fibrilacion auricular, taquicardia auricular paroxistica,
sindrome del nodulo sinusal enfermo, sindromes de preexcitacion,

bloqueos A-V de 2°y 3° grados.

B Insuficiencia cardiaca congestiva sintomatica con las actividades

habituales.
B Aneurisma ventricular o adrtico.

B Valvulopatia grave, estenosis aortica.
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B Miocarditis.

B Hipertension severa (tension sistolica superior a 250 mmHg y/o
diastolica superior a 120 mmHg) no controlada o inducida por el
ejercicio.

M Cor pulmonare.

B Embolismo pulmonar o sistémico reciente.

B Trastornos metabdlicos no controlados: hipertiroidismo, diabetes.

M Enfermedad infecciosa aguda.

M Problemas ortopédicos que impiden la practica de ejercicio.

Tabla I1.2. Contraindicaciones absolutas para la practica de ejercicio fisico.

Circuntancias que requieren precauciones especiales para la practica de ejercicio

fisico.
# Angina estable.

& Insuficiencia cardiaca congestiva sintomatica con el ejercicio.

"]

Hipertension arterial (superior a 180/110 mmHg, pero inferior a
250/115 mmHg).

Enfermedad vascular periférica (tromboflebitis).
Cirugia mayor reciente.

Estenosis adrtica moderada.

Cardiomegalia importante.

Diabetes mellitus tratada con insulina.

B &5 5 &5 f &

Anemia con hemoglobina inferior a 10 g/dl.
& Trastornos psiquiatricos mayores.
e Epilepsia.

&8 Embarazo complicado.

Tabla IL.3. Circunstancias que requieren precauciones especiales para la practica de ejercicio fisico.

En la anamnesis se deben recoger los siguientes datos:

M* Carmen Garcia Morales 107




Tesis Doctoral MATERIAL Y METODOS

v Antecedentes familiares de enfermedad cardiovascular, pulmonar o

metabolica.

Antecedentes personales médicos, quirirgicos y ortopédicos.
Alergias

Toma actual de medicamentos.

Consumo de café, alcohol, tabaco y drogas.

LN N NN

Ejercicio realizado hasta la fecha.

La exploracion fisica debe ser completa y rigurosa, con especial atencion a los

aparatos cardiovascular, respiratorio y locomotor. Debe incluir:
v' Peso y talla.

Tension arterial

Auscultacion pulmonar.

Auscultacion cardiaca y de las arterias carotidas.

Palpacion de pulsos centrales y periféricos.

Exploracion neuroldgica.

NS NI N N NN

Exploracion de grandes articulaciones y columna vertebral.

Como guia puede utilizarse el cuestionario de aptitud para la actividad fisica

(The Physical Activity Readness Questionnaire) (American medical association, 1990)

que constituye el patron de anamnesis minima recomendada para comenzar a realizar
ejercicio fisico de poca o moderada intensidad y sirve para detectar a personas en las

que la actividad fisica podria ser inadecuada.

Tras haber realizado anamnesis y exploracion fisica, en dependencia de los

hallazgos realizados, efectuaremos una o varias pruebas complementarias:
e FElectrocardiograma de reposo.

e Analitica general (en una persona sana no es necesaria si ya hay una analitica

normal en los cinco afios previos).
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e Prueba de esfuerzo (en personas con dos o mas factores de riesgo

cardiovascular).

Con los datos obtenidos en la anamnesis (antecedentes familiares de enfermedad
cardiovascular, tabaquismo, sedentarismo), en la exploracion fisica (indice de masa
corporal, tension arterial) y en la analitica (cifras de colesterol total de HDL-colesterol y
de glucosa en sangre) y aplicando la tabla de Anderson de prediccion del riesgo
cardiovascular del estudio Framingham clasificamos a los pacientes en riesgo

cardiovascular bajo, moderado o alto.

Como resultado de la valoracion se debe decidir la idoneidad o no idoneidad de la
practica de ejercicio fisico. Las personas asintomaticas y sin hallazgos patoldgicos en la
valoracion médica podran realizar cualquier ejercicio fisico o deporte sin necesidad de

supervision o restricciones.

Por tanto, existen numerosas evidencias a favor de la recomendacion de la practica
regular de ejercicio fisico, pero para reducir al minimo posible los riesgos debemos
previamente realizar una completa valoracion del estado de salud y de la aptitud del

individuo para el ejercicio.

Esta valoraciéon implica una serie de recomendaciones al paciente sobre la
indicacion, limitaciones o contraindicacion del ejercicio fisico segun su estado de salud
y debe repetirse con una periodicidad anual o maximo bianual para seguir la evolucion y

adaptar las recomendaciones a la nueva situacion del paciente.

2. METODO Y DISENO EXPERIMENTAL.

2.1. Caracteristicas de la prueba de esfuerzo fisico.

La prueba consiste en la XX subida al Pico veleta en una carrera continua que
combina carrera de montafia y prueba de ultrafondo. Esta subida al pico Veleta es una
de las carreras mas duras del mundo. Los casi 2.800 metros de desnivel en una
ascension permanente y unas condiciones climatologicas cambiantes a lo largo de la

prueba son un duro reto para los participantes.

Comienza a las 7:00 de la manana del dia 1 de Agosto siendo la salida desde el

Paseo del Salon de Granada, a 640 m sobre el nivel del mar. La carrera transcurre desde
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el inicio por el asfalto y los participantes dan dos vueltas al Paseo del Salon con

direccion a Sierra Nevada.

La ascension transcurrird por el tramo antiguo de la carretera de Sierra Nevada, a
través de la carretera mas alta de Europa, pasando por los municipios de Cenes de la
Vega, Pinos Genil, Carretera Sierra Nevada (tramo antiguo), con perfil de falso llano
hasta el km. 11(hasta los 770m de altitud), quedando 39 kms. de continua subida, con
pequetios rellanos en ref. de kms. 17 (1300 m de altitud), 20 y 21(1.450 m de altitud) y
30 (2.100 m de altitud). La distancia total de la prueba es de unos 50 kms de recorrido;

subiendo hacia una altitud de 3470 m.

Hay que tener en cuenta las condiciones en las que transcurre la carrera como son la
temperatura ambiental dada la fecha en la que se celebra, aunque si bien no es muy
elevada al comienzo de la misma, conforme pasan las horas el efecto de la alta
temperatura es mas acusado en los participantes. En un estudio se ha observado que la
hipertermia incrementa el estrés oxidativo inducido por el ejercicio, afectando
selectivamente a los marcadores lipidicos, independientemente del consumo d Oxigeno
(McAnulty, S.R., et al, 2005). Por lo que pueden ser habituales en la prueba los
desmayos, la fatiga, la deshidratacion, la falta de oxigeno, las quemaduras solares para

los participantes que realizan el ascenso.

Tenemos que considerar que la prueba era de ascenso y conforme ascendemos en
altitud la presion del aire es menor, por lo que existe una menor disponibilidad de

Oxigeno y puede aparecer dificultades para respirar y antes la fatiga.

Fotografia I1.1. Un grupo de participantes en plena actividad fisica realizando el ascenso por asfalto

en la carretera hacia Sierra Nevada.
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El itinerario por el que transcurre la prueba se muestra en la siguiente ilustracion:

Pico Veleta
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Iustracion I1.1. En esta ilustracion se especifica el itinerario por el que transcurre la prueba de
ejercicio fisico, detallindose la altitud de los distintos tramos.

Los cambios de pendiente a lo largo de la subida se especifican en las graficas
adjuntas:

M* Carmen Garcia Morales

111



Tesis Doctoral MATERIAL Y METODOS
La prueba transcurre por asfalto a través de la carretera mas alta de Europa, dando

dos vueltas al Paseo del Salon, direccion Sierra Nevada pasando por los municipios de
Cenes de la Vega, Pinos Genil, Carretera Sierra Nevada (tramo antiguo), con perfil de
falso llano hasta el km. 11, quedando 39 kms. de continua subida, con pequefios

rellanos en ref. de kms. 17, 20, 21 y 30.
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Grifico II.1. En este grafico se nos muestran detalladamente los cambios de pendiente que afrontan
los participantes conforme realizan el ascenso hasta el pico Veleta.
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Grafico I1.2. En esta grafica de desnivel se observan la altitud de los distintos tramos de la carrera
en una vista de perfil.

M* Carmen Garcia Morales 112




Tesis Doctoral

MATERIAL Y METODOS

La duracion de la prueba fue variable segun la capacidad de cada participante

siendo el tiempo empleado el que se muestra en las siguientes tablas en los distintos

grupos en los que se especifica la edad:

GRUPO MELATONINA.

Codigo del Deportista. Edad (afios) Fecha de nacimiento Tiempo (h,m)
1-M 53 1951 5h 14’
2-M 48 1956 5h 517
3-M 41 1963 5h 32’
4-M 40 1964 5h 20°
5-M 38 1966 6h 46’
6-M 34 1970 6h 24’
7-M 32 1972 5h 12’
8-M 28 1976 5h51°
Media 39,25 5h 34°
EEM 2,92 0,31

Tabla II. 4. Participantes del grupo melatonina.
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GRUPO COENZIMA Q10.

Codigo del deportista Edad (afios) Fecha de nacimiento Tiempo (h,m).
1-C 53 1951 5h 37
2-C 51 1953 5h 28’
3-C 46 1958 6h 24°
4-C 44 1960 6h 46’
5-C 39 1965 5h 03’
6-C 36 1968 5h 06’
7-C 34 1970 5h 49’
8-C 31 1973 7h 02’
Media 41,75 5,74

EEM 2,84 0,26

Tabla IL.5. Participantes del grupo Coenzima Q10.
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Codigo
1-F
2-F
3-F

4-F

6-F
7-F
8-F
9-F
Media

EEM

MATERIAL Y METODOS

7h 58’
5h 20’
6h 0’

6h 44’
5h 42
4h 29°
5h 55’
7h 01’

5h 94°

GRUPO PHLEBODIUM
Edad(afios) Fecha de nacimiento
37 1967
47 1957
40 1964
39 1965
38 1966
34 1970
32 1972
51 1953
20 1984
37,56
3,14

0,37

Tabla II. 6. Participantes del grupo Phlebodium decumanum.
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GRUPO PLACEBO(ANTES).

Codigo del deportista ~ Edad(afios) Fecha de nacimiento  Tiempo(h,m).
1-P 38 1966 4h 39’
2-P-A -
3-P-A -
4-p 43 1961 5h 41’
5-P 47 1957 5h 23’
6-P-A 41 1963 -
7-P 33 1971 5h 44’
8-P-A ---
9-p 53 1951 6h 43°
Media 42,50 5h 38’
EEM 2.85 0,30

M* Carmen Garcia Morales
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GRUPO PLACEBO (DESPUES).
Caodigo Edad(afios) Fecha de nacimiento Tiempo(h,m).
1-P 38 1966 4h 39’
2-P-D 29 1975 4h 29
3-P-D 42 1962 7h 20°
4-P 43 1961 S5h41°
5-P 47 1957 5h 23’
6-P-D 50 1954 7h 34°
7-P 33 1971 Sh 44’
8-P-D 40 1964 6h 30’
9-p 53 1951 6h 43’
Media 41,67 5h 80°
EEM 2,58 0,38

Tabla IL.8. Participantes del grupo placebo.

Grupo Tiempo (mediateem)
Placebo 5h 59°+ 0,34
Melatonina 5h 54°+ 0,31
Coenzima Q10 5h 74+ 0,26
Phlebodium 5h 94°+ 0,37’

Tabla I1.9. Comparacién del tiempo medio empleado en realizar la carrera en los distintos grupos.

2.2. Definicion de las variables de estudio.

El andlisis de los efectos del Phlebodium decumanun sobre las distintas
variables dependientes se ha realizado mediante una experimentacion provocada. El
disefio de esta investigacion consiste en un estudio a simple ciego, multigrupo con
cuatro grupos: un grupo placebo (los deportistas no conocian el tratamiento que

recibian, pero los autores del estudio si) y tres grupos experimentales que tomaban
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melatonina, coenzima Q10 y Phlebodium desconociendo qué suplemento tomaban en
cada caso. La validez interna de este disefio viene determinada porque las mediciones se

han realizado siempre en los mismos intervalos temporales.
2.2.1. Variables independientes.

2.2.1.1. Aporte nutricional de Melatonina.

El aporte que se le realizo al grupo de Melatonina consisti6 en la administracion

via oral de un total de 5 comprimidos de 3 mg cada uno con la siguiente posologia:
v" 1 comprimido el dia 30 de Julio con la cena.

v' 3 comprimidos el dia 31 de Julio (distribuidos en tres tomas: desayuno-

almuerzo -cena).

v" 1 comprimido el mismo dia de la carrera (dia 1 de Agosto), inmediatamente

antes del comienzo de la carrera.

2.2.1.2. Aporte nutricional de coenzima Qo

El aporte fue de una dosis total de 5 comprimidos con administracion via oral. El

contenido por comprimido era de 30 mg de Co Qj, con igual posologia.

2.2.1.3. Aporte nutricional de Phebodium decumanum.

El aporte de Phlebodium decumanum cuya accidn sobre los pardmetros
queremos investigar que se le administré a los deportistas fue una dosis en forma de
capsulas de 400 mg cuyo contenido era de 250 mg de extracto de fraccion hidrosoluble
de fronde y 150 mg de polvo de rizoma por capsula. La posologia fue la misma que en

el grupo anterior.

El extracto de Phlebodium decumanum se obtuvo siguiendo el procedimiento
descrito en la patente de invencidon espafiola “Empleo de formulaciones a base de
fracciones hidrosolubles de Phlebodium decumanum (EXPLY-37) Polypodium
leucotomos como complemento nutricional en la prevencion y reversion del sindrome
de sobreesfuerzo fisico (Gonzalez Jurado, JA, 2003).

Las formulaciones se obtienen a partir de una fraccion hidrosoluble del
fronde, purificada y estandarizada del helecho Phlebodium decumanum. Esta fraccion

se obtiene por extraccion hidroalcohdlica de los frondes maduros, secos y triturados,
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seguida de la eliminacion del disolvente orgéanico, concentracion de la fase acuosa y
purificacion. La dosis diaria administrada se basa en los estudios realizados Punzén y
col. (2001) y De Teresa y col. (2002).

2.2.1.4. Aporte nutricional de placebo.

Los sujetos que pertenecian al grupo placebo tomaban el mismo nimero de
capsulas y con la misma pauta. El contenido de éstas era a base de levadura de cerveza,
que es totalmente inocuo.

Los responsables del laboratorio encargado de elaborar las capsulas decidieron
utilizar como placebo la levadura de cerveza, en primer lugar y mas importante, por ser
un producto totalmente inocuo, y en segundo lugar por tratarse de una sustancia con

unas caracteristicas externas similares al producto estudiado.

2.2.2.Variables dependientes.

2.2.2.1.Parametros sanguineos bioquimicos e inflamatorios.

A) Niveles plasmaticos bioquimicos de:
- Bilirrubina total.

-Colesterol total.

- Fosfolipidos.

- Triglicéridos.

- Proteinas totales.

-Viscosidad plasmatica.

-Melatonina.

-Capacidad antioxidativa.

B) Niveles plasmaticos inflamatorios de:
-Interleukina-6.

- Receptor antagonista de la IL-1.
-TNF-a

-Receptor soluble II del TNF-a.

2.2.2.2 .Parametros sanguineos en eritrocitos:

- Proteinas de citosol.
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-Hemoglobina en citosol.
-Proteinas de membrana.
-Hidroper6xidos en membrana basales.

-Hidroper6xidos en membrana inducidos con AAPH.

2.2.2.2 Parametros en orina.

-8 hidroxiguanosina.

- Creatinina.

2.2.3. Variables control.

Nuestro interés estd en que los deportistas que participan en la prueba de ejercicio
fisico, que ya son activos de forma regular, no alteren sustancialmente los habitos
diarios y ademas en que todos estén en las mismas condiciones. Por estos motivos se
controlo:

- Cambios en la alimentacion: cantidad (por exceso o por defecto en la dieta diaria) o
por modificacion del tipo habitual de alimentos en la dieta.

- Control de las practicas fisico-deportivas: tipo, duracidon e intensidad aproximada
diaria.

- Control del tiempo de descanso (de suefio y de no actividad fisica).

- Padecer alguna enfermedad o lesion que impida la participacion en la prueba de
ejercicio fisico.

- Tratamiento farmacologico a consecuencia de alguna patologia.

- Cumplimiento de la toma del suplemento de cada sujeto.

- Condiciones al inicio y al final de la prueba de ejercicio fisico iguales para todos los
sujetos (lugar, hora de comienzo del ejercicio fisico, temperatura, itinerario, no ingesta

dietética entre 3-4 horas antes a la prueba...).

2.3. Instrumental y métodos de medida.

Se han tomado muestras de sangre venosa periférica antes y después de la prueba a
cada uno de los participantes y también muestras de orina. Para la obtencion de las
muestras sanguineas se hizo una venoclisis en la flexura del codo del brazo empleando

los tubos correspondientes.
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@ Descripcion del proceso de extraccion de las muestras de sangre venosa

periférica.

Los deportistas son identificados convenientemente antes de la extraccion y
perfectamente etiquetados los botes. Posteriormente, se procede a la toma de la muestra.
El sujeto esta sentado comodamente con un brazo extendido. Se aplica el compresor por
encima de la articulacion del codo, se identifica y localiza una vena periférica de la
flexura del codo. Se realiza la puncién de la vena y la extraccion de la sangre. Todas las
extracciones de sangre venosa han sido realizadas por Diplomados en Enfermeria. Una
vez extraida la muestra comprobar que la cantidad es suficiente y que no existen signos
evidentes de hemolizacion.

Los tubos serdn depositados en una gradilla con hielo picado, y transportados sin
perder la cadena de frio al laboratorio. Aqui las muestras fueron procesadas de tal
manera que se consiga en ese mismo momento aislar membranas de eritrocitos, citosol
y plasma, para la medida y determinacion de los valores de los pardmetros o marcadores

bioquimicos e inmunoldgicos.

@ El material necesario para la realizacion del experimento es el que a

continuacion se expone:
-Hojas de consentimiento informado.
-Hojas para entrevista (anamnesis).
-Bascula, cinta métrica y lipémetro.
-Crondmetros manuales CASIO HS-30W.
-Material para extraccion, transporte, almacenamiento y andlisis de sangre:
v" Alcohol de 96°.
v" Guantes de latex.
v' Esparadrapo.
Compresor de goma.

Algodon.

AN NI

Agujas intravenosas estériles de 0,8 x 25 mm (Microlance 3).

v' Jeringas estériles de 20 ml.
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Tubos al vacio.

Tubos de recogida de sangre de bioquimica.

Tubos de recogida de sangre con EDTA para citoquinas.
Recipientes para muestras de orina.

Catéter de puncion venosa para tubos con vacio.

Heparina sodica intravenosa al 1 %.

Suero fisiologico.

Gradillas.

Nevera con hielo.

Congelador programado a la temperatura minima adecuada.

Centrifuga.

AN N NN U N U N N N RN

Material especifico de laboratorio.
-Métodos de analisis:

De la sangre se ha aislado el plasma mediante el proceso de centrifugacion a
3000 r.p.m durante 15’ (3 eppendorf de 1.5ml), membranas de eritrocito (2 eppendorf
pequefios y dos grandes) y citosol (3 eppendorf pequenios). Las muestras se conservan a
4°C.

2.4. Método estadistico.

La Estadistica es el conjunto de métodos cientificos necesarios para recoger,
organizar clasificar, analizar, representar y resumir datos, asi como para hacer
inferencias (extraer consecuencias y conclusiones) cientificas a partir de ellos, como
para la toma de decisiones razonadas segun dicho andlisis. De ahi que conste de dos

partes:

A) La Estadistica descriptiva, cuyo unico fin es la recogida, clasificacion,
representacion, resumen y andlisis simple de datos sin el establecimiento de
conclusiones. Es el paso previo basico para el desarrollo posterior de inferencias acerca

de los valores de las variables objeto de estudio, y a la posible extrapolacion al sector
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poblacional correspondiente. Se ha realizado un tratamiento estadistico basico en cada

uno de los grupos y parametros, por lo que los resultados se expresan como media =+
error estandar de la media para cada grupos y parametro estudiado. Todo el tratamiento
estadistico se ha realizado con el paquete informatico SPSS/PC para Windows, version
12.0 en espaiol.

Por ello, posteriormente se expondran los resultados del andlisis estadistico
descriptivo realizado, mediante gréaficos y tablas, que explicitan los siguientes elementos

estadisticos:

Medidas de tendencia central:

Un promedio, o medida de posicion es un valor que, en un conjunto de datos,
puede ser considerado como representativo de los mismos, por cuanto que estd definido
por el conjunto de datos a estudiar, describiendo cémo se encuentra el resto de la
muestra respecto a dicho nimero. Los promedios, al tender habitualmente a reflejar el
“centro” de los datos ordenados segun su magnitud, reciben el nombre de medidas de
centralizacion, al intentar representar toda la muestra. Para el estudio de los datos
recogidos en la presente experiencia, se consider6 necesario reflejar la media aritmética
muestral de las distintas variables, que es la medida de centralizacion de tamafio mas
usualmente empleada. La media aritmética de un conjunto de nimeros: Xj, Xz,...Xn, que
se presentan con frecuencias absolutas fj, f3,,...f; respectivamente es:

)y fl Xi by fl Xi
X= =
> fi N

Otra medida de uso comun es la mediana, definida como aquel valor,
perteneciente o no a la muestra, que deja tantas observaciones de la misma por debajo
como por encima; sin embargo, en el presente estudio existe una gran variabilidad de
valores, que son reflejados con mayor precision por la media aritmética, puesto que la

mediana se suele emplear cuando no se desea tomar en cuenta los valores extremos.

Medidas de dispersion:

La variacion o dispersion de datos describe la medida en que los datos numéricos
tienden a extenderse en torno a un valor medio representativo de los mismos.En otras
palabras, definen como de agrupados o dispersos se encuentran los datos de una

muestra. Para el presente estudio se emplearon:
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a) Rango, recorrido o amplitud. Es la diferencia entre el valor mdximo y minimo de
una distribucion.

b) Varianza: es la media de los cuadrados de las desviaciones a la media. Facil de
calcular, su principal inconveniente es que se expresa en unidades que son el cuadrado
de las unidades de referencia originiles.

c) Desviacion tipica o desviacion estdndar (D.S.) Raiz cuadrada de la media
aritmética de los cuadrados de las distancias de cada dato con respecto a la media. Se
trata de la medida de dispersion mas utilizada en la literatura cientifica en general,

resuelve el problema anteriormente resefiado de la varianza.

Medidas de forma:

Asimetria y curtosis. Se trata de dos estadigrafos que ayudan a definir las
caracteristicas de la curva de distribucion de una variable. La asimetria hace referencia a
un desplazamiento de la curva de distribucidén en sentido positivo o negativo, en tanto
que la curtosis mide el grado de apuntamiento de una funcién de densidad,
determinando la desviacion de la normalidad de una variable aleatoria dada. Asi, el
coeficiente de curtosis es nulo para una distribucion normal. Si dicho coeficiente es
negativo nos encontramos ante una distribucion menos “apuntada” que la normal y
recibe el nombre de platictrtica; si es positivo, la distribucién se encuentra mas
apuntada que la normal, denomindndose mesocurtica; a la distribuciones con
coeficientes de curtosis nulo (v.g. las distribuciones normales) se las denomina

mesocurticas.

B) La Inferencia estadistica, que tiene por fin extender las conclusiones obtenidas en

una parte de la poblacién (muestra) a toda ella.

2.4.1. Estudio descriptivo de los datos.

Una vez obtenida la muestra se dividié en cuatro grupos de individuos, aplicaindole
a tres grupos un aporte antioxidante distinto y un cuarto grupo quedd como grupo

placebo. Se tomaron muestras sanguineas y de orina, antes y después de realizar el

ejercicio fisico intenso de subida a Sierra Nevada para determinar los valores de las

correspondientes pardmetros y proceder a su posterior comparacion.
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Una vez obtenidos los resultados o datos numéricos de laboratorio se realizaron los
calculos de los estadisticos descriptivos para cada una de las variables condicionada a
cada uno de los grupos al inicio y al final del ejercicio fisico. Los estadisticos

descriptivos calculados se corresponden:

- para cada una de las variables a todos los resultados de la muestra antes de iniciar la
carrera sin diferenciar grupos y a todos los resultados de la muestra después de finalizar

la carrera sin diferenciar grupos. (Cod_1).

- para cada una de las variables a los resultados obtenidos en cada grupo antes y después
del ejercicio. (Cod_2).

Los datos de los resultados eran cuantitativos ya que se expresan numeéricamente,
y discretos debido a que toman valores numéricos aislados por lo que los estadisticos
descriptivos calculados han sido la media, error tipico, intervalo de confianza para la
media al 95% (con el limite superior e inferior), la media recortada al 5 %, mediana,
varianza, desviacion tipica, minimo, maximo, rango, amplitud intercuartil, asimetria y

curtosis.

2.4.2. Estudio comparativo de los datos. (Inferencia estadistica).

Se comprobara si existen diferencias significativas para cada variable en cada
uno de los grupos entre ambos periodos de tiempo. Para ello, aplicamos la prueba de
Levene para la igualdad de varianzas y la prueba T de Student para la igualdad de

medias.

Comprobamos también la existencia de diferencias significativas entre los distintos
grupos experimentales y el grupo placebo para todas las variables, al inicio y al finalizar
la prueba de ejercicio fisico. Con tal finalidad realizamos la prueba de homogeneidad o
igualdad de varianzas y la prueba ANOVA, en la que se asume igualdad de varianzas,
siendo una prueba de igualdad de medias entre los grupos al inicio o final del ejercicio.
En esta prueba ademds de indicarnos la cantidad de variabilidad nos proporcioné el
estadistico de contraste Fex, y el nivel de significacion, para aceptar o rechazar la
hipdtesis de la existencia de diferencias significativas entre los grupos. Fijado nivel de
significacion del 5 % (0=0,05), se rechaz6 la hipotesis nula de que no existen

diferencias significativas entre los grupos siempre que p-valor < a.
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Si no se asume la igualdad de varianzas entre los grupos se aplica la prueba
Welch y Brown-Forsythe para analizar las diferencias entre los grupos para cada

variable al inicio o al final del ejercicio.

Cuando se apreciaron diferencias significativas entre los grupos en un mismo
periodo de tiempo se procedid a estudiar mediante comparaciones multiples a qué son
debidas tales diferencias y en qué grupos se constatan. Se han realizado para cada
variable las pruebas post hoc siguientes: HSD de Tukey, Scheffé, DMS, Bonferroni,
Sidak, Gabriel, Hochberg, Tamhane, T3 de Dunnett, Games-Howell, C de Dunnett, y t
de Dunnett (bilateral). Se han obtenido resultados similares en las distintas pruebas por
lo que a la hora de exponer nuestros resultados elegimos la pruba DMS y la t de

Dunnett.

2.5. Método bibliografico.

Para la revision bibliografica de este estudio se utilizaron las siguientes bases de
datos: Medline, Science direct, sport discos, tesauro a través de ERL “Web SPIRS*5 y
otras fuentes bibliograficas impresas. Por tanto, para la elaboracion del presente estudio
ha sido precisa la revision de numerosas publicaciones cientificas previas, consideradas
de interés, bien cientifico, bien didactico, bien metodologico. Han sido consignadas
siguiendo en todo momento las normas y sistematizacion acordadas en la Reunion
Internacional de Editores celebrada en Vancouver, junto con los requisitos de
uniformidad que se exigen habitualmente para las publicaciones en revistas cientificas

en general y biomédicas en particular.
2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

A partir de las muestras sanguineas extraidas se procede a su analisis en el
laboratorio para la obtencion de plasma, de citosol y de membranas eritrocitarias con la
finalidad de realizar las determinaciones de los parametros plasmaticos y eritrocitarios
de los que describo a continuacion el principio y el procedimiento a seguir para cada
parametro para la obtencion de los resultados. De igual forma, se analizan las muestras
de orina tomadas y se describe el procedimiento para la determinacion de los

correspondientes parametros.
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3.1. OBTENCION DE PLASMA, CITOSOL Y MEMBRANAS DE
ERITROCITO PARA ANALISIS.

Las distintas muestras de sangre que se obtenian, se depositaban en tubos
heparinizados, que se mantenian a 4° C durante todo el proceso. Se centrifugaban a
2500 r.p.m durante 10-15 min (4-8°C) y seguidamente se separaba el plasma que se

congelaba a -80°C hasta el momento de la analitica.

Para la obtencién de citosol y membranas eritrocitarias se ha seguido el método
descrito por Hanahan y Ekholm (Hanahan y Ekholm, 1974) ligeramente modificado.
Una vez separado el plasma por centrifugacion, se procedid a la eliminacion de los
leucocitos de la muestra por medio de un lavado con tamp6n isotdnico Tris 310 imOSM
de pH 7.6 y posterior centrifugacion a 100xg durante 15 minutos a 4° C, eliminandose el
sobrenadante y la capa superficial de células por medio de una pipeta pasteur. Este
procedimiento de lavado se repitié dos veces mas. Posteriormente, a esta suspension se
le adicion6 tampon Tris hipotonico 20 imOSM de pH 7.6 en una proporcion 1:5. Tras la
centrifugacion a 2000xg durante 20 minutos y a 20° C, se obtiene el citosol en el

sobrenadante y se continua con el lavado del precipitado que son las membranas.

La operacion de lavado con tampon hipotonico se repitid tres veces. Tras el
ultimo lavado, las membranas quedaron con una ligera tonalidad rosacea y el
sobrenadante procedente de la hemolisis de los eritrocitos totalmente incoloro. Al
finalizar el segundo lavado, se procedio al transvase de las membranas a otro tubo con
objeto de dejar atras el coagulo de pseudofibrina que comunicaba a las membranas una
coloracion rojiza. La visualizacion de las membranas se facilitdé mediante iluminacion

lateral del tubo que las contenia.
Tras la eliminacion del sobrenadante del ultimo lavado, las membranas se
resuspendieron en Iml de tampdn hipoténico, siendo congeladas a -80°C hasta el

momento de ser analizadas.

3.2. DETERMINACIONES PARAMETROS BIOQUIMICOS.
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3.2.1. Bilirrubina total
Para la determinacion de bilirrubina total en plasma se ha utilizado un kit

comercial (Spinreact, Barcelona, Espana) (Ref. 1001041).

e  Principio del método.

La bilirrubina se convierte en azobilirrubina mediante el 4cido sulfanilico
diazotado midiéndose fotométricamente. De las dos fracciones presentes en suero,
bilirrubin-glucurénido y bilirrubina libre ligada a la albtimina, so6lo la primera
reacciona en medio acuoso (bilirrubina directa) precisando la segunda la
solubilizacion con cafeina para que reaccione (bilirrubina indirecta). En la
determinaciéon de la bilirrubina indirecta se determina también la directa,
correspondiendo el resultado a la bilirrubina total.

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de bilirrubina

presente en la muestra ensayada.

e Significado clinico.

La bilirrubina se origina por la degradacion de la hemoglobina. Es
transportada del bazo al higado y se excreta en la bilis. La hiperbilirrubinemia es el
resultado de un incremento de la bilirrubina en plasma. Causas mas probables de la
hiperbilirrubinemia:

-Bilirrubina total: Aumento de la hemolisis, alteraciones genéticas, anemia neonatal,
alteraciones eritropoyéticas, presencia de drogas.

-Bilirrubina directa: colestasis hepatica, alteraciones genéticas y alteraciones
hepaticas.

El diagndstico clinico debe realizarse teniendo en cuenta los datos clinicos y de

laboratorio.

e Procedimiento.

1. Condiciones del ensayo:

Longituddeonda:..............cooevviiiiiiiin..n. 540 nm
Cubeta:. ..o 1 cm paso de luz
Temperatura..........oooevviiiiiiiiiiiiiei e, 15-25°C.

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.

3. Pipetear en una cubeta:
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B.Total Blanco
R 1(uL) 200 200
R 2 (gotas) 1 -—--
CINa 9 g/ (mL) - 2,0
R 3(mL) 2,0 -
Muestra/Calibrador(uL) 200 200

4. Mezclar e incubar exactamente 5 minutos a 15-25 ° C.

5. Leer la absorbancia (A).
La densidad optica de las muestras (DO) fue determinada en un espectrofotometro
PERKIN ELMER UV-VIS Lambda-16 (Norwalk, Conneticut, USA).

3.2.2. Proteinas totales plasmaticas.
Para la determinacion de proteinas totales en plasma se ha utilizado un kit
comercial (Spinreact, Barcelona, Espana) (Ref. 1001291).

e Principio del método.

En medio alcalino las proteinas dan un intenso color violeta azulado en
presencia de sales de cobre. La intensidad del color formado es proporcional a la
concentracion de proteina total en la muestra ensayada

e Significado clinico.

Su determinacion es util en la deteccion de hiperproteinemia y hopoproteinemia.

e Procedimiento.

1. Condiciones del ensayo:

Longituddeonda:.................ooeiiiiiiin.n. 540 nm
Cubeta:. ... 1 cm paso de luz
Temperatura.........coovviiiiiiiiiiiii e, 15-25°C.

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.

3. Pipetear en una cubeta:

Blanco | Patron | Muestra
R (mL) 1,0 1,0 1,0

Patrén (pl) -- 25 --

Muestra (uL) | -- -- 25
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4. Mezclar e incubar exactamente 5 minutos a 15-25 °C.

5. Leer la absorbancia (A).

La densidad optica de las muestras (DO) fue determinada en un espectrofotometro
PERKIN ELMER UV-VIS Lambda-16 (Norwalk, Conneticut, USA).

3.2.3. Colesterol total.
Para la determinaciéon de colesterol total en plasma se ha utilizado un kit

comercial (Spinreact, Barcelona, Espana) (Ref. 1001090).

e Principio del método.
El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado
segln la reaccion siguiente:
Esteres de colesterol + H,O> CHE-> Colesterol + Acidos grasos
Colesterol + O,~> CHOD- 4-Colestenona + H,O,
2 H,0; + Fenol + 4-Aminofenazona—> POD-> Quinonimina + 4 H,O
La intensidad de color formado es proporcional a la concentracion de colesterol

presente en la muestra ensayada.

e Significado clinico.

El colesterol es una sustancia grasa presente en todas las células del
organismo. El higado produce naturalmente todo el colesterol que necesita para
formar las membranas celulares y producir ciertas hormonas. La determinacion del
colesterol es uno de las herramientas mas importantes para el diagnéstico y
clasificacion de las lipemias. El aumento del nivel de colesterol es uno de los
principales factores de riesgo cardiovascular.

El diagnoéstico clinico debe realizarse teniendo en todos los datos clinicos y de

laboratorio.
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REACTIVOS
R 1 Tampon PIPES pH 6,9 90 mmol/L
Fenol 26 mmol/L
R2 Colesterol esterasa (CHE) 300 U/L
Enzimas Colesterol oxidasa (CHOD) 300 U/L
Peroxidasa (POD) 1250 U/L
4-aminofenazona (4-AF) 0,4 mmol/L
CHOLESTEROL CAL | Patron primario acuoso de colesterol 200 mg/dL

e Procedimiento.

1. Condiciones del ensayo:

Longituddeonda:...............covviiiiiiinnnnn... 505nm (500-550)
CUubeta:. ..o 1 cm paso de luz
Temperatura.........o.vvviinieiiiiiiiieieeneenennn. 37°C/ 15-25 °C.

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.

3. Pipetear en una cubeta:

Blanco | Patron | Muestra
RT (mL) 1,0 1,0 1,0
Patron (uL) -- 10 --
Muestra (uL) -- --- 10

4. Mezclar e incubar 5 minutos a 37 ° C o 10 minutos a temperatura ambiente.

5. Leer la absorbancia (A) del Patron y la muestra, frente al blanco de reactivo. El
color es estable como minimo 60 minutos.

- Calculos.

(A) Muestra

x 200 (Conc.Patron) =mg /dL de colesterol en la muestra

(A) Patrén
Factor de conversion: mg /dL x 0,0258 = mmol/L.
La densidad optica de las muestras (DO) fue determinada en un espectrofotdmetro

PERKIN ELMER UV-VIS Lambda-16 (Norwalk, Conneticut, USA).
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3.1.4. Triglicéridos.

Para la determinacion de triglicéridos plasmaticos se ha utilizado un kit

comercial (Spinreact, Barcelona, Espana) (Ref. 1001310).
e Principio del método.

Los triglicéridos incubados con lipoproteinlipasa (LPL) liberan glicerol y éacidos
grasos libres. El glicerol es fosforilado por glicerolfosfato deshidrogenada (GPO) y
ATP en presencia de glicerol quinasa (GK) para producir glicerol-3-fosfato (G3P) y
adenosina-5-difosfato (ADP). El G3P es entonces convertido a dihidroxiacetona
fosfato (DAP) y peroxido de hidrogeno (H,O,) por GPO.
Al final, el peroxido de hidrégeno (H»O;) reacciona con 4- aminofenazona (4-AF) y
p-clorofenol, reaccion catalizada por la peroxidasa (POD) dando una coloracion

roja:

Triglicéridos + H,O = LPL = Glicerol + Acidos grasos libres
Glicerol + ATP-> Glicerol quinasa=> G3P + ADP
G3P + O, GPO~> DAP + H,0,
H,0; + 4-AF + p-clorofenol>POD - Quinona + H,0O

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de

triglicéridos presentes en la muestra ensayada.
e Significado clinico.

Los triglicéridos son grasas que suministran energia a la célula. Al igual que el
colesterol, son transportados a las células del organismo por las lipoproteinas en la
sangre. Una dieta alta en grasas saturadas o carbohidratos puede elevar los niveles
de triglicéridos. Su aumento es relativamente inespecifico. Diversas dolencias, como
ciertas disfunciones hepaticas (cirrosis, hepatitis, obstruccion biliar) o diabetes
mellitas, pueden estar asociadas con su elevacion.
El diagnoéstico clinico debe realizarse teniendo en todos los datos clinicos y de

laboratorio.
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REACTIVOS
R1 GOOD pH 7,5 50mmol/L
Tampon p-clorofenol 2mmol/L
R2 Lipoprotein lipasa(LPL) 150000 U/L
Enzimas Glicerol quinasa(GK) 500 U/L
Glicerol-3-oxidasa (GPO) 2500U/L
Peroxidasa (POD) 440 U/L

4-aminofenazona(4-AF) 0,1lmmol/L
ATP 0,1mmol/L

TRIGLYCERIDES CAL | Patron primario acuoso de Triglicéridos

200 mg/dL
e Procedimiento.
1. Condiciones del ensayo:
Longituddeonda:...............cooviiiiiiinninn... 505nm (490-550)
Cubeta:. ... 1 cm paso de luz
Temperatura...........ccoovviiiiiiiiiiiiii i, 37°C/15-25°C.

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.

3. Pipetear en una cubeta:

Blanco | Patréon | Muestra
RT (mL) 1,0 1,0 1,0
Patron (uL) -- 10 --
Muestra (uL) -- - 10

4. Mezclar e incubar 5 minutos a 37 °C o 10 minutos a temperatura ambiente.
5. Leer la absorbancia (A) del Patron y la muestra, frente al blanco de reactivo. El

color es estable como minimo 30 minutos.
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- Calculos.

(A)Muestra

x 200 (Conc. Patron)=mg/dl de triglicéridos en la muestra.

(A) Patron

Factor de conversion: mg/dl x 0,0113 = mmol/l.

La densidad optica de las muestras (DO) fue determinada en un espectrofotdmetro

PERKIN ELMER UV-VIS Lambda-16 (Norwalk, Conneticut, USA).

3.2.5. Fosfolipidos.
Para la determinacion de fosfolipidos plasmaticos se ha utilizado un kit

comercial (Spinreact, Barcelona, Espana) (Ref. 1001140).

e Principio del método.
Es un método CHO-POD enzimético colorimétrico.

Los fosfolipidos son hidrolizados por la fosfolipasa D y la colina liberada es
secuencialmente oxidada por la colina oxidasa (CHO) a betaina, con la simultanea
produccion de perdxido de hidrogeno. En presencia de peroxidasa (POD) el
peroxido de hidrogeno acopla oxidativamente a la 4-Aminofenazona (4-AF) y al
dicloro fenol formando una quinonamina coloreada:

Fosfolipidos + H,O = fosfolipasa D = Colina+2 H,0,

Colina+20,+ H,O - colina oxidasa = Quinona + 4 H,O

La intensidad del color formada es proporcional a la concentraciéon de fosfolipidos
presentes en la muestra ensayada.
e Significado clinico.

Los fosfolipidos son moléculas lipidicas que contienen fosfatos. Su
funcion como componente principal de las membranas celulares hace de los
fosfolipidos un elemento esencial para las células.

La determinacion de fosfolipidos en suero es un indicador clinico importante para el

diagnostico de alteraciones del higado, fundamentalmente ictericias obstructivas.
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e Procedimiento.

1. Condiciones de ensayo:

Longitud de onda:.................. 505 nm (490-550).
Cubeta:.......coovvvviiiiiiiiinns 1 cm paso de luz.
Temperatura...........oooviiiiiiiiiiiinin., 37° C.

2. Ajustar el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada.

3. Pipetear en una cubeta:

Blanco | Patron | Muestra
RT (ml) 1,0 1,0 1,0

Patron (pL) -- 10 --

Muestra(ulL)| -- -- 10

4. Mezclar e incubar 5 minutos a 37 ° C.

5. Leer la absorbancia (A) del patrén y la muestra, frente al Blanco de reactivo. El
color es estable como minimo 30 minutos.

6. Calculos.
(A)Muestra x 300 (Conc. Patron)= mg/dl de fosfolipidos en la muestra.
(B) Patréon
Factor de conversion: mg/dl x 0,0129= mmol/l.

La densidad optica de las muestras (DO) fue determinada en un espectrofotdmetro

PERKIN ELMER UV-VIS Lambda-16 (Norwalk, Conneticut, USA).

3.3. DETERMINACIONES PARAMETROS INFLAMATORIOS.

3.3.1. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE TNF-o. EN PLASMA.
Los niveles de TNF-a plasmatico fueron determinados mediante un kit
comercial de Biosource Europa (Nivelles, Bélgica) (TNF-ao EASIA, n° catdlogo

KAC1752). Se trata de un enzima inmunoensayo (ELISA) basado en un sistema

oligoclonal, en el cual una mezcla de anticuerpos monoclonales son usados
directamente contra distintos epitopos del TNF-a, lo cual aumenta la especificidad y la

sensibilidad del ensayo.
® Principio del método.

El TNF-a de las muestras reacciona con anticuerpos monoclonales
M* Carmen Garcia Morales 135




Tesis Doctoral MATERIAL Y METODOS

anclados en la microplaca, a continuacion se adiciona un anticuerpo conjugado con una
horseradish peroxidasa, creandose un sandwich: anticuerpo anclado- TNF-a- anticuerpo
conjugado. Posteriormente se adiciona una solucion cromogénica (TMB
(tetrametilbenzidina)+H,0;) que reacciona con los anticuerpos etiquetados con la
enzima, esta reaccion es finalmente parada con una solucion de H,SO4. La proporcion
de TNF-a es finalmente medida en un lector de microplacas (Sinergy HT, Bio-tek
(Vermont, USA) a 450 nm. Los niveles son calculados mediante la realizacion de una

curva patrén con un estandar de TNF-a.

® Resumen del ensayo:

Estandares y Controles Plasma
Buffer incubacion 50 50
Estandares (0-5) 200 -
Control-Plasma - 200

Incubar 2 horas a T* con agitacion; Aspirar el contenido de cada pocillo; Lavar 3

VECES

Estandar 0 100 100
Anti-TNF-o-HRP 50 50

Incubar 2 horas a T* con agitacion; Aspirar el contenido de cada pocillo; Lavar 3

VECES

Cromogeno 200 200

Incubar 30 minutos con agitacion y oscuridad

Solucion parante 50 50

Leer a 450 nm (versus 630 o0 650) y a 490 (versus 630y 650)

3.3.2. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE INTERLEUKINA-6 (IL-6) EN
PLASMA.

Los niveles de IL-6 plasmaticos fueron determinados mediante un kit comercial
de Biosource Europa (Nivelles, Bélgica) (IL-6 EASIA, n° catdlogo KAC1262). Se trata
de un enzima inmunoensayo (ELISA) basado en un sistema oligoclonal, en el cual una
mezcla de anticuerpos monoclonales son usados directamente contra distintos epitopos
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de la IL-6, lo cual aumenta la especificidad y la sensibilidad del ensayo.
® Principio del método.

La IL-6 de las muestras reacciona con anticuerpos monoclonales anclados
en la microplaca, a continuaciéon se adiciona un anticuerpo conjugado con una
horseradish peroxidasa, creandose un sandwich: anticuerpo anclado- IL-6- anticuerpo
conjugado. Posteriormente, se adiciona wuna solucidon cromogénica (TMB
(tetrametilbenzidina)+H,0,) que reacciona con los anticuerpos etiquetados con la
enzima, esta reaccion es finalmente parada con una solucion de H,SO4. La proporcion
de IL-6 es finalmente medida en un lector de microplacas (Sinergy HT, Bio-tek
(Vermont, USA) a 450 nm. Los niveles son calculados mediante la realizacion de una

curva patrén con un estandar de 11-6.

® Resumen del ensayo:

Estandares y Controles Plasma
Solucion B 50 50
Solucion A - -
Estandares (0-5), control 100 -
Plasma - 100

Incubar 1 horaa T* con agitacion; Aspirar el contenido de cada pocillo; Lavar 3

VECES

Anti-Il 6-HRP 100 100
Solucion A 50 50

Incubar 1 hora a T* con agitacion; Aspirar el contenido de cada pocillo; Lavar 3

VECES

Cromogeno 200 200

Incubar 15 minutos con agitacion y oscuridad

Solucion parante 100 100

Leer a 450 nm (versus 630 o 650)
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3.3.3. DETERMINACION DE LOS NIVELES DEL RECEPTOR SOLUBLE
TIPO-II DEL TNF-a (sTNF-RII) EN PLASMA.

Los niveles de sTNF-RII plasmaticos fueron determinados mediante un kit
comercial de Biosource Europa (Nivelles, Bélgica) (sTNF-RII EASIA, n° catalogo
KAC1772). Se trata de un enzima inmunoensayo (ELISA) basado en un sistema
oligoclonal, en el cual una mezcla de anticuerpos monoclonales son usados
directamente contra distintos epitopos de sTNF-RII, lo cual aumenta la especificidad y

la sensibilidad del ensayo.

® Principio del método.

El sTNF-RII de las muestras reacciona con anticuerpos monoclonales
anclados en la microplaca, a continuacion se adiciona un anticuerpo conjugado con una
horseradish peroxidasa, credndose un sandwich: anticuerpo anclado- sTNF-RII -
anticuerpo conjugado. Posteriormente se adiciona una solucidon cromogénica (TMB
(tetrametilbenzidina)+H,0,) que reacciona con los anticuerpos etiquetados con la
enzima, esta reaccion es finalmente parada con una solucion de H,SO4. La proporcion
de sTNF-RII es finalmente medida en un lector de microplacas (Sinergy HT, Bio-tek
(Vermont, USA) a 450 nm. Los niveles son calculados mediante la realizacion de una

curva patrén con un estandar de sTNF-RII.

® Resumen del ensayo:

Estandares Plasma y control
Estandares (0-5) 50 -
Plasma, control - 50
Anti-sTNF-RII_HRP 200 200

Incubar 1 hora a T* con agitacion; Aspirar el contenido de cada pocillo; Lavar 3

VECES

Cromoégeno 50 50

Incubar 15 minutos con agitacion y oscuridad

Solucion parante 200 200

Leer a 450 nm (versus 630 o 650)
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3.34. DETERMINACION DE LOS NIVELES DEL RECEPTOR
ANTAGONISTA DE LA INTERLEUKINA-1 (IL-1RA) EN PLASMA.

Los niveles de IL-Ira plasmaticos fueron determinados mediante un kit
comercial de Biosource Europa (Nivelles, Bélgica),(IL-1ra Cytoscreen, n° catalogo
1182). Se trata de un ensayo en fase solida realizado sobre microplacas. El IL-1ra
contenido en las muestras reacciona con anticuerpos monoclonales y anticuerpos

monoclonales biotinilados anclados en la microplaca.
#® Principio del método.

El IL-1ra de las muestras reacciona con los dos tipos de anticuerpos
monoclonales creandose un sandwich: anticuerpo - IL-1ra - anticuerpo conjugado. A
continuaciéon se adiciona una enzima estreptavidina-peroxidasa que reacciona con el
anticuerpo conjugado. Posteriormente se adiciona una solucion parante y se lee a 450
nm en un lector de microplacas (Sinergy HT, Bio-tek (Vermont, USA) a 450 nm. Los
niveles son calculados mediante la realizacion de una curva patréon con un estandar de

IL-1ra.

® Resumen del ensayo:

Estandares y Controles | Plasma

Buffer incubacion 100 100
Estandares (0-7), control 100 -
Plasma - 100
Anti-IL-1ra Biotina-conjugado 50 50

Incubar 2 horas a T%; Aspirar el contenido de cada pocillo; Lavar 3 veces

Estreptavidina-HRP 100 100

Incubar 1 hora a T%; Aspirar el contenido de cada pocillo; Lavar 3 veces

Solucion cromogénica 100 100

Incubar 30 minutos en oscuridad

Solucion parante 100 100
Leer a 450 nm (versus 630 o0 650) y a 490 (versus 630y 650)
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3.4. OTRAS DETERMINACIONES EN PLASMA.

3.4.1. Viscosidad plasmatica

La viscosidad plasmatica es un factor importante que influye en la viscosidad
sanguinea, correlacionandose directamente con la concentracion de grandes moléculas

en el plasma, en especial proteinas.

Aunque se han definido muchos métodos para su medida, con el fin de utilizar
criterios estandarizados para hacer posible una comparacion de de nuestros resultados
con los de otros autores, hemos seguido las normas del Comité Internacional para la
Estandarizacion en Hemorreologia (Internacional Comité for standarization in

haematology, 1984).

Determinamos la viscosidad plasmatica en muestras de plasma obtenidas a partir
de 1 ml de sangre anticoagulada con heparina litio, por centrifugacion a 2500 rpm
durante 10 minutos. En cualquier caso, las medidas se realizan antes de las seis horas
después de obtener las muestras, separando previamente el plasma y el paquete
globular.

Las modificaciones de la viscosidad plasmatica dependen del tiempo y frecuencia
con que las células en suspension estan en contacto con el plasma (lisis celular). Por
este motivo, en nuestra experiencia el tiempo transcurrido entre la extraccion sanguinea
y la centrifugacion de la muestra no fue en ningun caso superior a seis horas. La sangre
recogida y centrifugada inmediatamente, mantiene una viscosidad plasmadtica estable

durante un periodo de 24 horas a temperatura ambiente.

Para medir la viscosidad de liquidos, deben ser definidos los pardmetros que son
efectivos en el proceso de flujo. Después tienen que ser halladas las condiciones de
ensayo adecuadas que permitan una medicidon del comportamiento de fluidez de manera
objetiva y reproductible.

Utilizamos un viscosimetro de caida de bola (Haake). Una muestra liquida, se
encuentra en un tubo de vidrio por el que se deslizara la bola, el cual puede ser
exactamente atemperado con un termostato de circulacion a través de su camisa de

atemperacion. Este tubo esté inclinado 10° respecto a la vertical y posee dos marcas
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anulares A y B en una distancia AL = 100 mm. Una bola cae a través del liquido a
medir. Desde la posicion inicial de la bola hasta la primera marca anular A se necesita el
tramo L, para alcanzar una velocidad de caida constante de la bola, o sea, para alcanzar
condiciones de flujo estacionarias. Se mide el tiempo At que precisa la bola para
atravesar el tramo entre las marcas A y B. Este valor At se utiliza para calcular la
viscosidad absoluta en las unidades usuales (mPa.s). El instrumento se calibra por

medio de un liquido newtoniano de viscosidad conocida.

3.4.2. Capacidad antioxidativa total.

La capacidad antioxidativa total en plasma fue determinada mediante un kit
comercial de Randox (Antrim, Reino Unido) (Total Antioxidant Status, n° catdlogo NX
2332).

e Principio del método.

ABTS" (2,2"-azino-di—[3-ethylbenzthiazoline sulphonate]) se incuba con una
peroxidasa (metmioglobina) y H,O, para producir un cation radical de ABTS®,
relativamente estable y de color azul-verdoso, el cual se mide a 600 nm. Los
antioxidantes presentes en la muestra causan supresion del color de manera

proporcional a su concentracion.
HX-Fe"" + H,0, > X- [Fe'Y = 0]+ H,0
ABTS® + X- [Fe'Y = 0] > ABTS®" + HX-Fe'!

HX-Fe" = Metmioglobina
X-[Fe"V =0]= Ferrilmioglobina

e Procedimiento.
1. Lectura a 600 nm, lcm de paso de luz (cubeta), 37°C y medidas contra el

aire.

2. Pipetear en una cubeta los siguientes:
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Blanco | Estandar | Muestra

Agua bidestilada 20 pul - -
Estandar - 20 ul -
Muestra - - 20 ul

Cromogeno (Metmioglobinay ABTS)| 1 ml I ml 1 ml

3. Mezclar e incubar a 37° C y leer la absorbancia inicial (A;).

4. Adicionar 200 pul de sustrato (H,0O,) (al blanco, estandar y muestra), agitar y
comenzar a contabilizar el tiempo, leer transcurridos exactamente 3 minutos (A;) a
37°C.

Ar-A1=AA de la muestra/estandar/blanco.

-Calculo:
Factor = concentracion estandar /(AA blanco - AA estandar)

mmol/l = Factor X (AA blanco- AA muestra)

La densidad optica de las muestras (DO) fue determinada en un

espectrofotometro PERKIN ELMER UV-VIS Lambda-16 (Norwalk, Conneticut, USA).

3.4.3. Melatonina.

Su determinacion en plasma ha sido realizada mediante la utilizacion de un kit
comercial de la casa Labor Diagnostica Nord (LDN) (Nordhom, Alemania). Este kit
proporciona el material necesario para la medida cuantitativa de melatonina en plasma

mediante radioinmunoensayo I .

El proceso sigue los principios bdasicos de
radioinmunoensayo, incluyendo la competencia entre un antigeno radioactivo y otro no
radioactivo para los sitios de unién de los anticuerpos. La cantidad de antigenos
marcados con yodo-125 unidos al anticuerpo, es inversamente proporcional a la
concentracion de la muestra analizada. Cuando el sistema esta equilibrado, el anticuerpo
marcado radiactivamente precipita con un segundo anticuerpo en presencia de
polietilenglicol. El precipitado se contabiliza en un contador gamma y la cuantificacion

de muestras desconocidas, se realiza comparando su actividad con una curva de

referencia preparada con estandares conocidos.

e Procedimiento.
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En primer lugar, se reconstituyeron los estdndares, controles y enzimas siguiendo
las instrucciones de la casa comercial.

A continuacion, se pipetearon 100 pL. de muestra, estandares y controles en sus
correspondientes tubos etiquetados, a los cuales se les adiciond 25 pL de la solucion
enzimdtica. Los tubos fueron agitados, centrifugados a 500 g durante un minuto e
incubados 1 hora a temperatura ambiente.

Posteriormente, se le adicion6 50 pL de buffer de ensayo y 50 pL de melatonina
marcada con yodo 125; tras su mezcla, se centrifugd a 500 g durante 1 minuto y se
incubaron de 15 a 20 horas a temperatura ambiente; tras dicha incubacion, se le
adicion6 500 pL de mezcla precipitante fria, mezclandose fuertemente e incubandose 15
minutos a 2-8° C.

Finalmente, los tubos fueron centrifugados 15 minutos a 3000 g, se elimino el
sobrenadante y fueron dejados en un contador gamma durante 1 minuto.

A los valores obtenidos es necesario sustraer el valor de referencia o blanco. Para
la cuantificacion de la melatonina se cre6 una regresion sigmoidea a partir de estandares

de concentraciones conocidas, similar a la mostrada en la figura II.1.

120 4

100 1 L]

Regresion sigmoidea

80 4

)

Y = a+b/ (1+exp (-(x-b)/c) L
R2= 0,9962
a=10,000 .
b =97,7062 Log(pg/L)
c=4,6151

Figura II.1. Regresion sigmoidea para la cuantificacion de melatonina.
d=-0,7084

3.5. DETERMINACIONES EN ERITROCITO.

3.5.1. Proteinas citosol y membrana.
Se ha llevado a cabo utilizando la técnica de (Lowry et al, 1951), basada en dos

reacciones complementarias:

-Biuret, caracteristica de grupos NH3, que da color violeta.
M* Carmen Garcia Morales 143




Tesis Doctoral MATERIAL Y METODOS

-Folin, propia de grupos fendlicos con OH reductores, que da color azul.
El reactivo de Biuret esta constituido por una mezcla 50:1 de solucion A
(CO3Nay al 2% en una solucion de NaOH 0.1 N) y solucion B (SO4Cu.5H,0 al 0.5% y

tartrato sodico al 1%).

Se utiliz6 un reactivo de Folin comercial, el cual fue diluido a la mitad con agua
bidestilada. Las determinaciones se realizaron por duplicado. Se utilizaron 10 pl de

membrana y 15 pl de citosol.

A la muestra se le adiciond 5ml de reactivo de Biuret, se agitd y esperd 15
minutos, al cabo de los cuales se afiadieron 0.5 ml del reactivo de Folin, se agit6 y se

mantuvo 20 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente.

La densidad optica de las muestras (D.O.) fue determinada en un
espectrofotometro PERKIN ELMER UV-VIS Lambda-16 (Norwalk, Conneticut, USA)
a 640 nm con paquete de software disenado para el andlisis espectrofotométrico UV-
Winlab.

La concentracion en proteinas se calculé mediante la realizacion de una curva

patrén con albumina sérica bovina.

3.5.2. Medida de la concentracion de hidroperoxidos basales e inducidos en

membrana de eritrocito.

La técnica realizada es la de (Jiang, Z.Y., et al, 1992), algo modificada. Se trata
de una técnica que se basa en la reaccién donde el Fe*" reducido pasa Fe’* oxidado, de
forma que la reaccion se caracteriza por una donacién de un anién mediado por la
accion del reactivo de FOX.

El xilenol orange (XYL. OR.) es un colorante sensible a las oxidaciones del
hierro, caracterizdndose por presentar un color naranja frente a esos cambios. El caso de
hidroperéxidos, esa situacion estd bien ejemplificada puesto que el hierro actuaria como
metal de transicion en la peroxidacion. Cuanto mayor sea la presencia de
hidroperoxidos, mayor sera la intensidad del color naranja.

El amonio sulfato ferroso (AMN. SUL.) es la fuente de hierro para la
peroxidacion, mientras el 2-2-Azobis amidinopropano (AAPH) seria un fuerte inductor

de la peroxidacion lipidica, asi como casi todos los compuestos de tipo azobis.
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° Procedimiento:

Inicialmente se toman dos tubos para cada muestra (T, (Basal) y T; (inducido))

de forma que afiadimos a esos tubos 100 mg de proteinas. Al tubo Ty se pone agua hasta
100ul / ml. Como al final tendremos 2ml adicionamos 200ul. Al tubo T, se afade el
inductor AAPH 2,5nM en volumen equivalente a 20ul, completdndose el volumen hasta

200pl con agua bidestilada. Los dos tubos deben ser incubados a 37 ° C durante 30

minutos.

Tras la incubacion afiadimos el reactivo de FOX en volumen equivalente a 0,9
ml por ml de volumen final (1,8ml/2ml). Se esperan cerca de 75 minutos,
procediéndose, enseguida, a la lectura a 580nm en una cubeta previamente preparada
con 3 ml del reactivo de FOX. Primeramente se leen los tubos Ty y después los tubos
T;.

El tiempo de espera equivalente a los 75 minutos puede variar de acuerdo con la
temperatura del reactivo, de forma que se aconseja que los mismos estén en el
frigorifico hasta el momento de su empleo. Otro detalle importante es que, después de
someter el espectrofotometro a un “cero” al aire, la lectura debe ser hecha frente a dos
cubetas con los 3 ml de reactivo o al aire con lectura posterior de una cubeta
conteniendo los tres ml frente al aire. En el segundo caso la absorbancia final sera la

diferencia entre la obtenida de leer la muestra y la de leer el reactivo.

o Interpretacion de los resultados:

La conversion a concentracion de hidroperdxidos de la muestra la podemos hacer
mediante una curva patréon o empleando el coeficiente de extincion mediante la ley de

Lambert- Beer.

La curva patron es hecha con el tert-butil-hidroperéxido (TBH), que se trata de
un reactivo inestable y peligroso. Tal reactivo debe ser guardado en el frigorifico, pues
un cambio brusco de temperatura podria hacer que explotara. Los patrones para la curva
patron estan establecidos en 0,2uM; 0,5uM; 1uM; 2uM; 5uM; siendo necesario, por

tanto hacer las diluciones pertinentes.

Al final tenemos 2 resultados Ty y T
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- Ty nos indica el nivel inicial de hidroperdxidos que hay en la muestra.
-T1 nos indica cuanto se ha peroxidado la muestra tras la induccion de la

reaccion de oxidacion.

3.5.3. Determinacion hemoglobina citosol.
La concentracion de hemoglobina fue determinada mediante un kit comercial de
Quimica Clinica Aplicada (Amposta, Espafia, n® catdlogo 994933) basado en el método

de la cianometahemoglobina y utilizando el reactivo de Drakkin.
e Principio del método.

El Fe (II) de la hemoglobina, oxihemoglobina y carboxihemoglobina es oxidado
a Fe (III) por el ferricianuro, dando lugar a la metahemoglobina que, en presencia de ion
cianuro, origina la cianmetahemoglobina, compuesto de color rojo y estable, que se

puede determinar fotométricamente.

-Reactivos:
- 1 Litro de reactivo de Drabkin: con 20 mM de ferricianuro potasico y 43 mM de
cianuro potésico.

- 15 ml de estandar de hemoglobina (20g/dl)

-Técnica:

- Sangre total heparinizada o con EDTA

- Se mezclan 5 ml de reactivo con 20 pl de sangre, se agita y se incuba 10 minutos
a temperatura ambiente (20-25° C).

- A continuacion se lee a 540 nm de absorbancia.

- Se realiza un blanco.

- El estandar se lee directamente sin procesar, es decir, se ponen 5 ml de estandar.
También se puede realizar una curva patréon poniendo 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 mly 5
ml y completando si es necesario hasta 5 ml con reactivo de drabkin. Equivalen
a4,8,12, 16y 20 g de hemoglobina/100 ml 6 0.2 g, 0.4 g, 0.6g, 0.8g y 1 g de

hemoglobina.

-Célculos:

Se puede aplicar una curva patrén o bien la ecuacion:
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(D.O. muestra/D. O. estandar) * 20 = g de hemoglobina/dl. Si se quiere pasa a U. L.
seria (g/dl)*0.155=mmol/L. Parece madas eficaz la utilizacion de una curva de

calibracion, asi luego es posible aplicar factores de dilucion.

La densidad optica de las muestras (DO) fue determinada en un espectrofotdmetro

PERKIN ELMER UV-VIS Lambda-16 (Norwalk, Conneticut, USA).

3.6. DETERMINACIONES EN ORINA.

3.6.1. Determinacion de 8-hidroxiguanosina.

La determinacién de 8-hidroxiguanosina (8-OHdG) en orina fue realizada
mediante un kit facilitado por el Japan Institute for the Control of Aging (Shizuoka,
Japon).

Principio del método.

Se trata de un inmunoensayo enzimatico competitivo. La muestra es anadida a la
microplaca junto con un anticuerpo para el 8-OHdG. Este anticuerpo reacciona
competitivamente con el 8-OHdG de la muestra y el existente anclado en la microplaca.
Por lo tanto, a mayor concentracion de 8-OHdG en la muestra menos anticuerpo se une
al 8-OHdG anclado en la muestra. Posteriormente se adiciona un anticuerpo secundario
marcado con HRP y una soluciéon cromdgena y el color determinado. A mayor
absorbancia menor concentracion en la muestra. Los valores se calculan con una
solucion estandar de 8-OHdAG. El lector de microplacas utilizado es un Sinergy HT de

Bio-tek (Vermont, USA) y la longitud de onda a 450 nm.
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Resumen del ensayo:

Estandares Plasma y control
Estandares (0-5) 50 -
Plasma, control - 50
8-OHdG anticuerpo 50 50
Incubar 1 hora a 37°C con agitacion; Aspirar el contenido de cada pocillo; Lavar 3
veces
Anticuerpo secundario 100 100

Incubar 1 hora a 37°C con agitacion; Aspirar el contenido de cada pocillo; Lavar 3

VvECes

Cromogeno 100 100

Incubar 15 minutos con agitacion y oscuridad

Solucion parante 100 100

Leer a 450 nm

La densidad 6ptica de las muestras (DO) fue determinada en un lector de microplacas

(Sinergy HT, Bio-tek (Vermont, USA) a 450 nm.

3.6.2. Creatinina.
Para la determinacion de creatinina en orina se ha utilizado un kit commercial
(Spinreact, Barcelona, Espafa) (Ref. 1001111).
Principio del método.
El ensayo se basa en la reaccion de la creatinina con el picrato alcalino descrito por
Jaffé. Esta reaccion da un complejo rojizo cuya intensidad es proporcional a la
cantidad de creatinina presente en la muestra. El intervalo de tiempo utilizado

permite eliminar gran parte de las interferencias conocidas del método.

Procedimiento.

1. Condiciones del ensayo:

Longituddeonda:..............ooevvviiiiiiinninn.n. 492 nm
Cubeta:. ..o 1 cm paso de luz
Temperatura...........coovviiiiiiiiiiiiiiiei e, 37°C.

2. Ajustar el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada.
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3. Pipetear en una cubeta:

Blanco | Patron | Muestra
R (mL) 1,0 1,0 1,0
Patron (pL) |-- 100 |--
Muestra (uL) | -- -- 100

4. Mezclar.
5. Leer la absorbancia a 30 segundos (A;) y al cabo de 90 segundos (A»).
6. Calcular el incremento de absorbancia (A2-Al).

Las muestras de orina son diluidas 50 veces.

La densidad optica de las muestras (DO) fue determinada en un espectrofotdmetro
PERKIN ELMER UV-VIS Lambda-16 (Norwalk, Conneticut, USA).
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1. VARIABLES SANGUINEAS.

1.1. PARAMETROS PLASMATICOS BIOQUIMICOS.

1.1.1 Bilirrubina total:

En la tabla de descriptivos (tabla III.1.) los valores medios que se obtienen para la
concentracion plasmatica de bilirrubina (umol/l) difieren:
- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico (grafico I1I.1):

Il PLACEBO Il MELATONINA [l COENZIMA [ PHLEBODIUM
50
45 -
40 -
35 4

30

—— o

H— T

25 4
20 -
15 -

Bilirrubina en plasma

(umol/l)

10 -

INICIO FINAL

Grafico II1.1. - Concentracion plasmatica de bilirrubina (umol/l). Los resultados representan la media £
EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion de letras no coincidentes indica

existencia de diferencias entre los grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05).

Para ver si las diferencias entre los distintos valores para cada grupo entre ambos
periodos de tiempo (inicio y final) son estadisticamente significativas aplicamos una
prueba T de Student (tabla III.2). Los niveles de significacion obtenidos en el grupo
placebo (p=0,62), grupo melatonina (p=0,21), grupo coenzima (p=0,17) y grupo
Phlebodium (p=0,31) son mayores del nivel minimo de significacion de a = 0,05, lo que

indica que debemos aceptar la hipotesis nula de que no existen diferencias significativas
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para la concentracion plasmatica de bilirrubina (umol/I) en ambos periodos de tiempo,

para cada uno de los grupos.

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico). Veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla II1.3). Se verifica la hipotesis de homogeneidad de
varianza ya que los niveles de significacion obtenidos en la prueba de Levene al inicio y
final del ejercicio fisico son p=0,231 y p=0,557, siendo ambos mayores que el nivel
minimo de significacion fijado a=0,05. Por tanto, podemos asumir la igualdad de
varianzas y aplicamos una prueba ANOVA. Realizamos el estudio de la comparacion de

los cuatro grupos separadamente al inicio y al final del ejercicio fisico.

En la prueba ANOVA al inicio del ejercicio fisico, el nivel de significacion
obtenido (tabla I11.4), p= 0,015 es menor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipdtesis nula de la no existencia de
diferencias significativas entre los distintos grupos. Por tanto, si existen diferencias
significativas para los valores plasmaticos de bilirrubina (umol/l) entre los distintos
grupos al inicio del ejercicio. Ahora bien, para conocer a qué son debidas esas
diferencias entre los grupos y en qué grupos se constatan esas diferencias aplicamos las

pruebas post hoc. Hemos elegido la prueba DMS y la t de Dunnett.

En la prueba DMS (tabla IIL.5.), los niveles de significacion obtenidos para el
grupo melatonina con respecto al grupo placebo (p=0,005), con respecto al grupo
coenzima (p=0,006), y con respecto al grupo Phlebodium (p=0,035), son menores que el
nivel minimo de significacion a=0,05, lo que nos indica que rechazamos la hipotesis
nula de la no existencia de diferencias significativas entre los grupos, y que por tanto, si
existen diferencias significativas entre el grupo melatonina con respecto al resto de los
grupos para los valores plasmaticos de bilirrubina (umol/l) al inicio del ejercicio (antes

de iniciarse la carrera).
Similares resultados obtenemos en la prueba t de Dunnett (tabla I11.6.) en la que

los niveles de significacion obtenidos para el grupo placebo con respecto al grupo

melatonina (p=0,012), con respecto al grupo coenzima (p=0,999), y con respecto al
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grupo Phlebodium (p=0,713), nos indican la existencia de diferencias significativas
entre el grupo placebo y el grupo melatonina, no existiendo tales diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo placebo con respecto a los grupos
coenzima y Phlebodium para los valores plasmaticos de bilirrubina al inicio del

ejercicio.

En la t de Dunnett (tabla III.6), los niveles de significacion obtenidos del grupo
placebo con respecto al grupo coenzima (p=0,999) y con respecto al grupo Phlebodium
(p=0,713) son mayores que a=0,05, lo que indica que aceptamos la hipotesis nula de

que no existen diferencias significativas entre estos grupos al inicio del ejercicio.

En la prueba ANOVA al final del ejercicio fisico (tabla II.7) el nivel de
significacion obtenido p= 0,02, es menor del nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipdtesis nula de la no existencia de
diferencias significativas entre los distintos grupos. Por tanto, si existen diferencias
significativas para los valores plasmaticos de bilirrubina entre los distintos grupos al
final del ejercicio. Ahora bien, para conocer a qué son debidas esas diferencias entre los
grupos y en qué grupos se constatan esas diferencias aplicamos las pruebas post hoc, en
las que se realizan comparaciones multiples y se compara cada grupo con el resto de los

grupos. Hemos elegido la prueba DMS y la t de Dunnett.

Las pruebas post hoc (DMS y t de Dunnett, tabla III.8 y tabla IIL9,
respectivamente) nos indican que si existen diferencias significativas. En concreto, en la
prueba DMS (tabla II1.8.), los niveles de significacion obtenidos para el grupo placebo
con respecto al grupo melatonina (p=0,006), con respecto al grupo coenzima (p=0,051)
y con respecto al grupo Phlebodium (p=0,007) son menores que el nivel minimo de
significacion de o= 0,05, lo que nos indica que rechazamos la hipétesis nula de la no
existencia de diferencias significativas entre los grupos, y que por tanto, existen
diferencias significativas entre el grupo placebo con respecto al resto de los grupos para
los valores plasmaticos de bilirrubina (umol/l) al final del ejercicio (después de
terminar la carrera). No existen diferencias significativas entre los grupos melatonina,
coenzima y Phlebodium, ya que en las comparaciones multiples sus niveles de

significacion son mayores que 0=0,05.
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1.1.2. Colesterol total en plasma:

En la tabla de descriptivos (tabla III.10.) los valores medios que se obtienen para
la concentracion plasmética de colesterol total en plasma (mmol/l) difieren:
- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:

Il PLACEBO [l MELATONINA [l COENZIMA [ PHLEBODIUM
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Grifico I11.2.- Concentracion plasmatica de colesterol (mmol/l). Los resultados representan la media +
EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicién de letras no coincidentes indica
existencia de diferencias entre los grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05). * indica existencia de

diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos periodos de tiempos (p<0.05).

Para ver si las diferencias entre los distintos valores para cada grupo entre ambos
periodos de tiempo (inicio y final) son estadisticamente significativas aplicamos una
prueba T de Student (tabla III.11). Los niveles de significacion obtenidos en los grupos
placebo (p=0,60), coenzima (p==0,75) y Phlebodium (p=0,12), son mayores del nivel
minimo de significacion de a =0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula
de que no existen diferencias significativas para la concentracion plasmatica de
colesterol total (mmol/l) en cada uno de esos grupos entre ambos periodos de tiempo.
Sin embargo, el nivel de significacion obtenido para el grupo melatonina (p=0,03) es

menor que 0=0,05, por lo que se rechaza la hipotesis nula y podemos afirmar que si
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existen diferencias significativas para este grupo entre el inicio y el final del ejercicio
fisico.

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla III.12.). Se verifica la hipotesis de homogeneidad
de varianza ya que los niveles de significacion obtenidos en la prueba de Levene
(p=0,069) y (p=0,405) respectivamente, son ambos mayores que el nivel minimo de
significacion fijado 0=0,05. Por tanto, podemos asumir la igualdad de varianzas y
aplicamos una prueba ANOVA. Realizamos el estudio de la comparacion de los cuatro

grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después) del ejercicio fisico.

En la prueba ANOVA para el inicio del ejercicio fisico (tabla III.13.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,267, es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula de que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos para los valores
medios de colesterol total en plasma (mmol/l) entre los distintos grupos al inicio del

ejercicio.

En la prueba ANOVA al final del ejercicio fisico (tabla III.14.) el nivel de
significacion obtenido (p= 0,001), es menor del nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipdtesis nula de la no existencia de
diferencias significativas entre los distintos grupos. Por tanto, si existen diferencias
significativas para los valores de colesterol total en plasma (mmol/l) entre los distintos
grupos al final del ejercicio. Ahora bien, para conocer a qué son debidas esas diferencias
entre los grupos y en qué grupos se constatan esas diferencias aplicamos las pruebas
post hoc, en las que se realizan comparaciones multiples entre los grupos. Hemos

elegido la prueba DMS y la t de Dunnett.

En las pruebas post hoc (prueba DMS y t de Dunnett, tabla III.15 y tabla III.16,
respectivamente), los niveles de significaciéon obtenidos nos indican que si existen
diferencias significativas el grupo melatonina con respecto al resto de los grupos al final
del ejercicio (después de la carrera). En concreto, en la prueba DMS (tabla I11.15.), los

niveles de significacion obtenidos para el grupo melatonina con respecto al grupo
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placebo (p=0,002), con respecto al grupo coenzima (p=0,003) y con respecto al grupo
Phlebodium (p=0,000), son menores que el nivel minimo de significacion de a= 0,05, lo
que nos indica que rechazamos la hipdtesis nula de la no existencia de diferencias
significativas entre los grupos, y que por tanto, existen diferencias significativas entre el
grupo melatonina con respecto al resto de los grupos para los valores plasmadticos de
colesterol total (mmol/l) al final del ejercicio (después de la carrera). No existen
diferencias significativas entre los grupos placebo, coenzima y Phlebodium, ya que sus
niveles de significacion en las comparaciones multiples son mayores que el nivel

minimo de significacion fijado de o= 0,05.

1.1.3. Fosfolipidos:

En la tabla de descriptivos (tabla II1.17.) los valores medios que se obtienen para la
concentracion plasmatica de colesterol total en plasma (mmol/l) difieren:
- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:

Il PLACEBO [l MELATONINA [l COENZIMA [ PHLEBODIUM
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Grafico IIL.3.- Concentracion plasmatica de fosfolipidos (mmol/l). Los resultados representan la media +
EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion de letras no coincidentes indica
existencia de diferencias entre los grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05). * indica existencia de

diferencias para un mismo grupo entre los dos periodos de tiempos (p<0.05).
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Para ver si las diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo entre
ambos periodos de tiempo (inicio y final) son estadisticamente significativas aplicamos
una prueba T de Student (tabla III.18.). Los niveles de significacién obtenidos para el
grupo Phlebodium (p=0,01) son menores que el nivel de significacion minimo fijado de
a = 0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipdtesis nula de la no existencia de
diferencias significativas entre ambos periodos de tiempo. Por tanto, si existen
claramente diferencias estadisticamente significativas para el grupo Phlebodium entre el

inicio y el final del ejercicio.

Los niveles de significacion de los grupos placebo (p=0,06 y p=0,07) y coenzima
(p=0,08 y p=0,09) son mayores ligeramente que el nivel de significacion minimo fijado
a = 0,05, pero ya que se aproximan a esa cantidad, no podemos afirmar con rotundidad

que existen diferencias significativas entre ambos periodos de tiempo.

Sin embargo, el nivel de significacion para el grupo melatonina, (p=0,22), si que
nos permite aceptar la hipodtesis nula de la no existencia de diferencias significativas

para este grupo entre el inicio y el final del ejercicio fisico.

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla II1.19.). Se verifica la hipotesis de homogeneidad
de varianza ya que los niveles de significacion obtenidos en la prueba de Levene
(p=0,101 y p=0,117, respectivamente) son ambos mayores que el nivel minimo de
significacion fijado 0=0,05. Por tanto, podemos asumir la igualdad de varianzas y
aplicamos una prueba ANOVA. Realizamos el estudio de la comparacion de los cuatro

grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después) del ejercicio fisico.

En la prueba ANOVA para el inicio del ejercicio fisico (tabla I11.20.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,093, es mayor que el nivel minimo de significacién fijado
a=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores medios de

fosfolipidos en plasma (mmol/l) entre los distintos grupos al inicio del ejercicio.
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Dado que el nivel de significacion obtenido se aproxima al nivel minimo de
significacion estudiamos las diferencias entre los grupos con una prueba post hoc, en
concreto, con una prueba DMS (tabla II1.21.). Observamos que si existen diferencias
significativas entre los grupos melatonina y coenzima ya que el nivel de significacion
obtenido es (p=0,017), menor que el nivel minimo de significacion fijado de 0=0,05.
Para el grupo melatonina se obtiene un nivel de significacion (p=0,06), con respecto al
grupo Phlebodium que se aproxima al nivel minimo de significacion lo que podria

indicar diferencias significativas entre ambos grupos.

En la prueba ANOVA para el final del ejercicio fisico (tabla II1.22.) el nivel de
significacion obtenido p= 0,154, es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores de fosfolipidos en

plasma (mmol/l) entre los distintos grupos al final del ejercicio.

Sin embargo, realizando la prueba DMS (tabla II1.23.), obtenemos un nivel de
significacion de p=0,02 para el grupo melatonina con respecto al grupo coenzima, valor
inferior a 0=0,05, lo que indica que si existen diferencias significativas entre ambos
grupos al final del ejercicio, no existiendo diferencias significativas entre los grupos

placebo, coenzima y Phlebodium.

1.1.4. Triglicéridos:

En la tabla de descriptivos (tabla II1.24.) los valores medios que se obtienen para la
concentracion plasmatica de triglicéridos (mmol/1) difieren:
- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:
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Grifico II1.4.- Concentracion plasmatica de triglicéridos (mmol/l). Los resultados representan la media +
EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion de letras no coincidentes indica
existencia de diferencias significativas entre los grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05). * indica

existencia de diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos periodos de tiempos (p<0.05).

Para ver si las diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo entre
ambos periodos de tiempo (inicio y final) son estadisticamente significativas aplicamos
una prueba T de Student (tabla II1.25.). Los niveles de significacién obtenidos en los
grupos melatonina (p=0,94), grupo coenzima (p=0,34), grupo Phlebodium (p=0,67) son
mayores del nivel minimo de significacion de a = 0,05, lo que indica que debemos
aceptar la hipotesis nula de que no existen diferencias significativas para la
concentracion plasmatica de triglicéridos (mmol/l) en cada uno de los grupos entre
ambos periodos de tiempo. Sin embargo, para el grupo placebo el nivel de significacion
obtenido (p=0,00) es menor que 0=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis
alternativa de que si existen diferencias significativas para este grupo entre ambos

periodos de tiempo.

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla I11.26.). Se verifica la hipdtesis de homogeneidad
de varianza ya que los niveles de significacion obtenidos en la prueba de Levene
(p=0,506 y p=0,130, respectivamente) son ambos mayores que el nivel minimo de
significacion fijado 0=0,05. Por tanto, podemos asumir la igualdad de varianzas y

aplicamos una prueba ANOVA. Realizamos el estudio de la comparacion de los cuatro
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grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después) del ejercicio fisico.

En la prueba ANOVA al inicio del ejercicio fisico (tabla II1.27.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,588 es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores de triglicéridos en

plasma entre los distintos grupos al inicio del ejercicio.

En la prueba ANOVA al final del ejercicio fisico (tabla II1.28.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,004, es menor del nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipdtesis nula de la no existencia de
diferencias significativas entre los distintos grupos. Por tanto, si existen diferencias
significativas para los valores de triglicéridos en plasma entre los distintos grupos al
final del ejercicio. Ahora bien, para conocer a qué son debidas esas diferencias entre los
grupos y en qué grupos se constatan esas diferencias aplicamos las pruebas post hoc, en
las que se realizan comparaciones multiples de una variable entre grupos y se compara

cada grupo con el resto. Hemos elegido la prueba DMS y la t de Dunnett.

Las pruebas post hoc (DMS y t de Dunnett, tabla II1.29. y tabla III.30.,
respectivamente), nos indican que si existen diferencias significativas. Los niveles de
significacion obtenidos en la prueba DMS (tabla II1.29.), para el grupo placebo con
respecto al grupo melatonina (p=0,001), con respecto al grupo coenzima (p=0,002) y
con respecto al grupo Phlebodium (p=0,013) son valores menores que el nivel minimo
de significacion de a= 0,05, lo que nos indica que rechazamos la hipdtesis nula de la no
existencia de diferencias significativas entre los grupos, y que por tanto, existen
diferencias significativas entre el grupo placebo con respecto al resto de los grupos al

final del ejercicio (después de la carrera).

Similares resultados obtenemos en la prueba t de Dunnett (tabla II1.30.), en la que
los niveles de significacion obtenidos para el grupo placebo con respecto al grupo
melatonina (p=0,003), con respecto al grupo coenzima (p=0,004), y con respecto al
grupo Phlebodium (p=0,034), lo que nos indica diferencias significativas entre el grupo
placebo con respecto a los otros tres grupos para los valores plasmaticos de triglicéridos

(mmol/l) al final del ejercicio.
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En las comparaciones multiples analizando los niveles de significacion podemos
apreciar que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
melatonina, coenzima y Phlebodium para los valores de triglicéridos en plasma

(mmol/l) al final del ejercicio.

1.1.5. Proteinas totales en plasma:

En la tabla de descriptivos (tabla II1.31.) los valores medios que se obtienen para
la concentracion plasmatica de proteinas totales (mg/ml) difieren:
- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:
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Grafico III. 5.- Concentracion plasmatica de proteinas (mg/ml). Los resultados representan la media +
EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion de letras no coincidentes indica
existencia de diferencias significativas entre los grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05). * indica

existencia de diferencias para un mismo grupo entre los dos periodos de tiempos (p<0.05).

Es destacable observar en el grafico el error estandar tan grande en los grupos, lo
que significa que existe una mayor variabilidad dentro de ellos. Para ver si las
diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo entre ambos periodos de
tiempo (inicio y final del ejercicio fisico) son estadisticamente significativas aplicamos
una prueba T de Student (tabla I11.32.). Los niveles de significacién obtenidos en los

grupos melatonina (p=0,66), grupo coenzima (p=0,87) y Phlebodium (p=0,52) son
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mayores del nivel minimo de significacion de a = 0,05, lo que indica que debemos
aceptar la hipotesis nula de que no existen diferencias significativas para la
concentracion plasmatica de proteinas en cada uno de los grupos entre ambos periodos
de tiempo. En el grupo placebo el nivel de significacion obtenido (p=0,06) es
ligeramente mayor a 0=0,05, pero ya que se aproxima a ese nivel minimo de
significacion, no podemos afirmar con rotundidad que existen diferencias

estadisticamente significativas para el grupo placebo entre ambos periodos de tiempo.

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla I11.33.). Se verifica la hipdtesis de homogeneidad
de varianza para la concentracién plasmatica de proteinas al inicio del ejercicio ya que
el niveles de significacion obtenido en la prueba de Levene es de p=0,720, siendo
mayor que el nivel minimo de significacion fijado a=0,05. Por tanto, se asume la
igualdad de varianzas y aplicamos una prueba ANOVA. No ocurre igual con la prueba
de homogeneidad de varianzas al final del ejercicio cuyo nivel de significacion es
p=0,042, por lo que aplicaremos una prueba Welch (prueba de igualdad de las medias
pero sin asumir igualdad de varianzas entre los grupos). Realizamos el estudio de la
comparacion de los cuatro grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después)
del ejercicio fisico.

En la prueba ANOVA para el inicio del ejercicio fisico (tabla II1.34.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,144 es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores plasmaticos de
proteinas (mg/ml) entre los distintos grupos al inicio del ejercicio. Sin embargo,
realizando una prueba DMS (tabla I11.35.) de comparaciones multiples entre grupos los
niveles de significacion que obtenemos del grupo placebo con respecto al grupo
melatonina es p=0,137, respecto al grupo coenzima es p=0,044 y respecto al grupo
Phlebodium es de p=0,048, lo que nos indica que si existen diferencias significativas
entre el grupo placebo con respecto a los grupos coenzima y Phlebodium al inicio del
ejercicio.

En la prueba Welch al final del ejercicio fisico (tabla II1.36.), el nivel de

significacion obtenido p= 0,846, es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
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0=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipotesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores de proteinas en

plasma entre los distintos grupos al final del ejercicio.

1.2. PARAMETROS PLASMATICOS INFLAMATORIOS.
1.2.1. Interleukina 6:

En la tabla de descriptivos (tabla II1.37.) los valores medios que se obtienen
para la concentracion plasmatica de interleukina-6 (pg/ml) difieren:
- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:
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Grafico II1. 6.- Concentracion plasmatica de interleukina-6 (pg/ml). Los resultados representan la media
+ EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion de letras no coincidentes indica
existencia de diferencias entre los grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05). * indica existencia de

diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos periodos de tiempos (p<0.05).

Para ver si las diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo entre
ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico) son estadisticamente
significativas aplicamos una prueba T de Student (tabla II1.38.). Los niveles de
significacion obtenidos en el grupo placebo (p=0,00), grupo melatonina (p=0,00), grupo
coenzima (p=0,00) y grupo Phlebodium (p=0,00) son menores que el nivel minimo de

significacion de a = 0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipotesis alternativa de
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que si existen diferencias significativas para la concentracion plasmatica de
interleukina-6 en cada uno de los grupos entre ambos periodos de tiempo (inicio y final

del ejercicio fisico).

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla I11.39.). Se verifica la hipotesis de homogeneidad
de varianzas ya que los niveles de significacion obtenidos en la prueba de Levene al
inicio y final del ejercicio fisico (p=0,792 y p=0,850, respectivamente) son mayores que
el nivel minimo de significacion fijado a=0,05. Por tanto, se asume la igualdad de
varianzas y aplicamos una prueba ANOVA. Realizamos el estudio de la comparacion de

los cuatro grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después) del ejercicio fisico.

En la prueba ANOVA para el inicio del ejercicio fisico (tabla I11.40.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,285, es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores de interleukina-6 en

plasma (pg/ml) entre los distintos grupos al inicio del ejercicio fisico.

En la prueba ANOVA al final del ejercicio fisico (tabla IIl.41.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,538, es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores de interleukina-6 en

plasma (pg/ml) entre los distintos grupos al final del ejercicio.

1.2.2. TNF-a:

En la tabla de descriptivos (tabla I11.42.) los valores medios que se obtienen para
la concentracion plasmatica de TNF-a (pg/ml) difieren:
- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo, (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:
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Grafico IIL.7.- Concentracion plasmatica de TNF-a (pg/ml). Los resultados representan la media + EEM
de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion de letras no coincidentes indica
existencia de diferencias significativas entre los grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05). * Indica

existencia de diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos periodos de tiempos (p<0.05).

Para apreciar si las diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo
entre ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico) son estadisticamente
significativas aplicamos una prueba T de Student (tabla I111.43.). Los niveles de
significacion obtenidos (tabla II1.72.) en el grupo placebo (p=0,02) y grupo coenzima
(p=0,04) son menores que el nivel minimo de significacion de a = 0,05, lo que indica
que debemos aceptar la hipotesis alternativa de que si existen diferencias significativas
para la concentracion plasmatica de TNF-o en cada uno de esos grupos entre ambos
periodos de tiempo. Sin embargo, los niveles de significacion para el grupo melatonina
(p=0,40) y el grupo Phlebodium (p=0,29 y p=0,30) son mayores que a=0,05, por lo que
aceptamos la hipotesis nula de que no existen diferencias significativas para esos grupos

entre ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico).

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla I11.44.). Se verifica la hipdtesis de homogeneidad
de varianzas ya que los niveles de significacion obtenidos en la prueba de Levene al
inicio y final del ejercicio fisico son de p=0,807 y p=0,262, siendo ambos mayores que
nivel minimo de significacion fijado a=0,05. Por tanto, podemos asumir la igualdad de

varianzas y aplicamos una prueba ANOVA. Realizamos el estudio de la comparacion de
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los cuatro grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después) del ejercicio fisico.

En la prueba ANOVA al inicio del ejercicio fisico (tabla 111.45.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,004 es menor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipotesis nula de la no existencia de
diferencias significativas entre los distintos grupos. Por tanto, si existen diferencias
significativas para los valores de TNF-a entre los distintos grupos al inicio del ejercicio.
Ahora bien, para conocer a qué son debidas esas diferencias entre los grupos y en qué
grupos se constatan esas diferencias aplicamos las pruebas post hoc. Hemos elegido la

prueba DMS.

En la prueba DMS (tabla I11.46.), los niveles de significacion obtenidos para el
grupo placebo con respecto al grupo melatonina (p=0,004), con respecto al grupo
coenzima (p=0,039), y con respecto al grupo Phlebodium (p=0,001) siendo menores que
el nivel minimo de significacion fijado o=0,05, lo que indica que debemos rechazar la
hipdtesis nula de que no existen diferencias significativas, y que por tanto si existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo placebo con respecto a los

restantes tres grupos al inicio del ejercicio (antes de la carrera).

En la prueba ANOVA al final del ejercicio fisico (tabla IIl.47.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,000, es menor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipotesis nula de la no existencia de
diferencias significativas entre los distintos grupos. Por tanto, si existen diferencias
significativas para los valores de TNF-a en plasma (pg/ml) entre los distintos grupos al
final del ejercicio. Ahora bien, para conocer a qué son debidas esas diferencias entre los
grupos y en qué grupos se constatan esas diferencias aplicamos las pruebas post hoc.

Hemos elegido la prueba DMS y la t de Dunnett.

En la prueba DMS (tabla I11.48.), los niveles de significacion obtenidos para el
grupo placebo con respecto al grupo melatonina (p=0,000), con respecto al grupo
coenzima (p=0,008), y con respecto al grupo Phlebodium (p=0,000) han sido menores

que el nivel minimo de significacion fijado a=0,05, lo que indica que debemos rechazar
la hipdtesis nula de que no existen diferencias significativas, y que por tanto si existen

diferencias estadisticamente significativas entre el grupo placebo con respecto al resto

de los grupos al final del ejercicio (después de la carrera).
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Ademads, observando las comparaciones multiples en dicha tabla II1.48, se
constatan diferencias significativas entre el grupo coenzima con respecto al grupo
melatonina (p=0,029) y con respecto al grupo Phlebodium (p=0,006) al ser valores
inferiores a 0=0,05. No existen diferencias significativas entre los grupos melatonina y
Phlebodium al inicio del ejercicio fisico ni tampoco al final del ejercicio fisico

(p=0,514).

Similares resultados obtenemos en la prueba t de Dunnett (tabla I11.49.) en la que
los niveles de significacion obtenidos para el grupo placebo con respecto al grupo
melatonina p=0,000, con respecto al grupo coenzima p=0,023, y con respecto al grupo
Phlebodium p=0,000, lo que nos indica la existencia de diferencias significativas entre

el grupo placebo y los otros tres grupos al final del ejercicio (después de la carrera).

1.2.3. Receptor antagonista de la interleukina-1:

En la tabla de descriptivos (tabla I11.50.) los valores medios que se obtienen para
la concentracion plasmatica del receptor antagonista de la interleukina-1 (pg/ml)
difieren:

- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).

- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo (inicio y final), como
podemos observar en el siguiente grafico:
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Grifico IIL.8.- Concentracion plasmatica del receptor antagonista de la interleukina-1 (pg/ml). Los
resultados representan la media + EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion

de letras no coincidentes indica existencia de diferencias significativas entre los grupos para cada periodo
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de tiempo (p<0.05). * indica existencia de diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos

periodos de tiempo (p<0.05).

Para ver si las diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo entre
ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico) son estadisticamente
significativas aplicamos una prueba T de Student (tabla II.51.). Los niveles de
significacion obtenidos (tabla II1.64.) en el grupo placebo (p=0,00), grupo melatonina
(p=0,00), grupo coenzima (p=0,00) y grupo Phlebodium (p=0,00) son menores que el
nivel minimo de significacion de a = 0,05, lo que indica que debemos aceptar la
hipotesis alternativa de que si existen diferencias significativas para la concentracion
plasmatica del receptor antagonista de la interleukina-1 en cada uno de los grupos entre

ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico).

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio) o (final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla II11.52.). Se verifica la hipotesis de homogeneidad
de varianzas ya que los niveles de significacion obtenidos en la prueba de Levene al
inicio y final del ejercicio fisico (p=0,824 y p=0,261, respectivamente) son ambos
mayores que el nivel minimo de significacion fijado 0=0,05. Por tanto, podemos asumir
la igualdad de varianzas y aplicamos una prueba ANOVA. Realizamos el estudio de la
comparacion de los cuatro grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después)

del ejercicio fisico.

En la prueba ANOVA para el final del ejercicio fisico (tabla I11.53.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,897, es mayor que el nivel minimo de significaciéon fijado
a=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores del receptor
antagonista de la interleukina-1 en plasma (pg/ml) entre los distintos grupos al inicio del
ejercicio.

En la prueba ANOVA al final del ejercicio fisico (tabla II1.54.) el nivel de
significacion obtenido, p= 0,017 es menor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipdtesis nula de la no existencia de
diferencias significativas entre los distintos grupos. Por tanto, si existen diferencias

significativas para los valores del receptor antagonista de la interleukina-1 en plasma
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entre los distintos grupos al final del ejercicio. Ahora bien, para conocer a qué son
debidas esas diferencias entre los grupos y en qué grupos se constatan esas diferencias

aplicamos las pruebas post hoc. Hemos elegido la prueba DMS y la t de Dunnet.

En la prueba DMS (tabla III.55.), los niveles de significacion obtenidos para el
grupo melatonina con respecto al grupo placebo (p=0,014), con respecto al grupo
coenzima (p=0,003), y con respecto al grupo Phlebodium (p=0,042) son menores que el
nivel minimo de significacion fijado a=0,05, lo que nos indica que debemos rechazar
la hipdtesis nula de que no existen diferencias significativas, y que por tanto si existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo melatonina con respecto al

resto de los grupos al final del ejercicio (después de la carrera).

Similares resultados obtenemos en la prueba t de Dunnett (tabla II1.56.) en la que
los niveles de significacion obtenidos para el grupo placebo con respecto al grupo
melatonina p=0,037, con respecto al grupo coenzima p=0,836, y con respecto al grupo
Phlebodium p=0,931, lo que nos indica diferencias significativas entre el grupo placebo
y el grupo melatonina, no existiendo tales diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo placebo con respecto a los grupos coenzima y Phlebodium al final del

ejercicio.

1.2.4. Receptor soluble II del TNF-a:

En la tabla de descriptivos (tabla II1.57.) los valores medios que se obtienen para la
concentracion plasmatica del receptor soluble II del TNF-a (ng/ml) difieren:
- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo, (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:
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Grafico II1.9.- Concentracion plasmatica del receptor soluble II del TNF-a (ng/ml). Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicién de letras
no coincidentes indica existencia de diferencias significativas entre los grupos para cada periodo de
tiempo (p<0.05). * indica existencia de diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos

periodos de tiempos (p<0.05).

Para ver si las diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo entre
ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico) son estadisticamente
significativas aplicamos una prueba T de Student (tabla II1.58.). Los niveles de
significacion obtenidos (tabla III.) en el grupo melatonina (p=0,00) y grupo Phlebodium
(p=0,00) son menores que el nivel minimo de significaciéon de o= 0,05, lo que indica
que debemos aceptar la hipotesis alternativa de que si existen diferencias significativas
para la concentracion plasmatica del receptor soluble II del TNF-a en cada uno de esos
grupos entre ambos periodos de tiempo. Sin embargo, los niveles de significacion para
el grupo placebo (p=0,27) y el grupo coenzima (p=0,72) son mayores que a=0,05, por lo

que aceptamos la hipdtesis nula de que no existen diferencias significativas para esos

grupos entre ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico).

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla II1.59.). No se verifica la hipdtesis de
homogeneidad de varianzas al inicio del ejercicio fisico ya que el nivel de significacion
obtenido en la prueba de Levene es de p=0,014, siendo menor que el nivel minimo de

significacion fijado a=0,05. Por tanto, no se asume la igualdad de varianzas y aplicamos
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una prueba Welch. En la prueba de Levene al final del ejercicio si se asume la igualdad
de varianzas ya que el nivel de significacion es p=0,320, mayor que a=0,05, por lo que
aplicaremos una prueba ANOVA. Realizamos el estudio de la comparacién de los

cuatro grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después) del ejercicio fisico.

El nivel de significacion obtenido en la prueba Welch al inicio del ejercicio fisico
(tabla II1.60.), p= 0,044 es menor que el nivel minimo de significacion fijado a=0,05, lo
que indica que debemos rechazar la hipotesis nula de la no existencia de diferencias
significativas entre los distintos grupos. Por tanto, si existen diferencias significativas
para los valores del receptor soluble II del TNF-a entre los distintos grupos al inicio del
ejercicio. Ahora bien, para conocer a qué son debidas esas diferencias entre los grupos y
en qué grupos se constatan esas diferencias aplicamos las pruebas post hoc. Hemos

elegido la prueba DMS y la t de Dunnett.

En la prueba DMS (tabla I11.61.) los niveles de significacién obtenidos para el
grupo placebo con respecto al grupo melatonina p=0,013, con respecto al grupo
coenzima p=0,003, y con respecto al grupo Phlebodium p=0,017 han sido menores que
el nivel minimo de significacion fijado 0=0,05, lo que indica que debemos rechazar la
hipdtesis nula de que no existen diferencias significativas, y que por tanto si existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo placebo con respecto a los

restantes tres grupos al inicio del ejercicio (antes de la carrera).

Similares resultados obtenemos en la prueba t de Dunnett (tabla I11.62.), en la que
los niveles de significacion obtenidos para el grupo placebo con respecto al grupo

melatonina p=0,034, con respecto al grupo coenzima p=0,007, y con respecto al grupo

Phlebodium p=0,045, lo que nos indica la existencia de diferencias significativas entre

el grupo placebo y los otros tres grupos al inicio del ejercicio (antes de la carrera).

En la prueba ANOVA al final del ejercicio fisico (tabla II1.63.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,000 es menor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipdtesis nula de la no existencia de
diferencias significativas entre los distintos grupos. Por tanto, si existen diferencias
significativas para los valores del receptor soluble II del TNF-a entre los distintos

grupos al final del ejercicio. Ahora bien, para conocer a qué son debidas esas diferencias
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entre los grupos y en qué grupos se constatan esas diferencias aplicamos las pruebas

post hoc. Hemos elegido la prueba DMS y la t de Dunnett.

En la prueba DMS (tabla I11.64.) los niveles de significacion obtenidos para el
grupo placebo con respecto al grupo melatonina p=0,000, con respecto al grupo
coenzima p=0,034, y con respecto al grupo Phlebodium p=0,000 han sido menores que
el nivel minimo de significacion fijado a=0,05, lo que nos indica que debemos rechazar
la hipdtesis nula de que no existen diferencias significativas, y que por tanto si existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo placebo con respecto al resto

de los grupos al final del ejercicio (después de la carrera).

Ademas, observando las comparaciones multiples en dicha tabla II.64, se
constatan diferencias significativas entre el grupo coenzima con respecto al grupo
melatonina p=0,020 y con respecto al grupo Phlebodium p=0,010 al ser valores
inferiores a a=0,05. No existen diferencias significativas entre los grupos melatonina y

Phlebodium (p=0,776) al final del ejercicio fisico.

Similares resultados obtenemos en la prueba t de Dunnett (tabla I11.65.) en la que
los niveles de significacion obtenidos para el grupo placebo con respecto al grupo
melatonina p=0,000, con respecto al grupo coenzima p=0,085, y con respecto al grupo
Phlebodium p=0,000, lo que nos indica la existencia de diferencias significativas entre

el grupo placebo y los otros tres grupos al final del ejercicio (después de la carrera).

1.3. OTRAS DETERMINACIONES EN PLASMA.

1.3.1. Viscosidad plasmatica:

En la tabla de descriptivos (tabla II1.66.) los valores medios que se obtienen
para la viscosidad plasmatica (mpascal) difieren:
- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:
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Grafico I11.10.- Viscosidad plasmatica (mpascal). Los resultados representan la media + EEM de cada
grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion de letras no coincidentes indica existencia de
diferencias significativas entre los grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05). * Indica existencia de

diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos periodos de tiempos (p<0.05).

Para ver si las diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo
entre ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico) son estadisticamente
significativas aplicamos una prueba T de Student (tabla II1.67.). Los niveles de
significacion obtenidos en el grupo placebo (p=0,02 y p=0,04), grupo melatonina
(p=0,03), grupo coenzima (p=0,00) y grupo Phlebodium (p=0,00) son menores que el
nivel minimo de significacion de a = 0,05, lo que indica que debemos aceptar la
hipotesis alternativa de que si existen diferencias significativas para la concentracion de
viscosidad plasmatica (mpascal) en cada uno de los grupos entre ambos periodos de

tiempo (inicio y final del ejercicio fisico).
Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos

grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla II1.68.). Se verifica la hipdtesis de homogeneidad
de varianza para la viscosidad plasmatica al inicio del ejercicio ya que el nivel de
significacion obtenido en la prueba de Levene es de p=0,056, siendo mayor que el nivel
minimo de significacion fijado a=0,05. Por tanto, se asume la igualdad de varianzas y
aplicamos una prueba ANOVA. No ocurre igual con la prueba de homogeneidad de
varianzas al final del ejercicio cuyo nivel de significaciéon es p=0,020, por lo que

aplicaremos una prueba Welch. Realizamos el estudio de la comparacion de los cuatro
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grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después) del ejercicio fisico.

En la prueba ANOVA para el inicio del ejercicio fisico (tabla I11.69.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,490, es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores de viscosidad en

plasma entre los distintos grupos al inicio del ejercicio.

En la prueba Welch al final del ejercicio fisico (tabla III.70.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,486 es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores de viscosidad

plasmatica entre los distintos grupos al final del ejercicio.

1.3.2. Melatonina:

En la tabla de descriptivos (tabla III.71.) los valores medios que se obtienen para la
concentracion plasmatica melatonina (pg/ml) difieren:
- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:
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Grifico II1.11.a.-. Melatonina en plasma (pg/ml) (escala 1-1400). Los resultados representan la media +

EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion de letras no coincidentes indica
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existencia de diferencias significativas entre los grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05). * Indica

existencia de diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos periodos de tiempos (p<0.05).

Como podemos apreciar en el grafico III.11, las diferencias entre los grupos de
los valores plasmaticos de melatonina (pg/ml) al final del ejercicio son tan considerables
que no aparecen representados los grupos placebo, coenzima y Phlebodium, por lo que

realizamos graficos con distintas escalas para facilitar su visualizacion:
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Grafico IIL.11.b. Melatonina en plasma (pg/ml) (escala 1-100). Los resultados representan la media +
EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion de letras no coincidentes indica
existencia de diferencias significativas entre los grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05). * indica

existencia de diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos periodos de tiempos (p<0.05).
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Grafico II1.11.c. Melatonina en plasma (pg/ml) (escala 1-5). Los resultados representan la media + EEM

de cada grupo (n=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion de letras no coincidentes indica
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existencia de diferencias entre los grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05). * indica existencia de

diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos periodos de tiempos (p<0.05).

Para ver si las diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo entre
ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico) son estadisticamente
significativas aplicamos una prueba T de Student (tabla III.72.). Los niveles de
significacion obtenidos en el grupo placebo (p=0,00), grupo melatonina (p=0,00), grupo
coenzima (p=0,00) y grupo Phlebodium (p=0,00) son menores que el nivel minimo de
significacion de a = 0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipotesis alternativa de
que si existen diferencias significativas para la concentracion plasmatica de melatonina
en cada uno de los grupos entre ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio

fisico).

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla II1.73.). No se verifica la hipdtesis de
homogeneidad de varianzas para la concentracion plasmatica de melatonina ya que los
niveles de significacion obtenidos en la prueba de Levene al inicio y final del ejercico
fisico (p=0,00 y p=0,00, respectivamente) son menores que el nivel minimo de
significacion fijado a=0,05. Por tanto, no se asume la igualdad de varianzas, por lo que

aplicaremos una prueba Welch. Realizamos el estudio de la comparacion de los cuatro

grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después) del ejercicio fisico.

En la prueba Welch al inicio del ejercicio fisico (tabla II1.74.) el nivel de
significacion obtenido p= 0,001, es menor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipdtesis nula de la no existencia de
diferencias significativas entre los distintos grupos. Por tanto, si existen diferencias
significativas para los valores de melatonina entre los distintos grupos al inicio del
ejercicio. Ahora bien, para conocer a qué son debidas esas diferencias entre los grupos y
en qué grupos se constatan esas diferencias aplicamos las pruebas post hoc, en las que
se realizan comparaciones multiples de cada grupo respecto a los demés. Hemos elegido

la prueba DMS y la t de Dunnett.
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Las pruebas post hoc (DMS y t de Dunnett, tabla III.75. y tabla IIL.76.,
respectivamente) nos indican que si existen diferencias significativas para el grupo
melatonina con respecto a los otros grupos.

En la prueba DMS (tabla III.75.), los niveles de significacion del grupo
melatonina con respecto a los otros tres grupos son en cada caso (p=0,000), menores
que el nivel minimo de significacion fijado 0=0,05, lo que indica que debemos rechazar
la hipdtesis nula de que no existen diferencias significativas, y que por tanto si existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo melatonina con respecto a los
grupos placebo, coenzima y Phlebodium para los valores plasméticos de melatonina
(pg/ml) al inicio del ejercicio (antes de la carrera). Similares resultados obtenemos en la

prueba t de Dunnett (tabla I11.76.).

Fijandonos en los niveles de significacion de la tabla II1.75., observamos que no
existen diferencias significativas entre los grupos placebo, coenzima y Phlebodium

entre si.

En la prueba Welch al final del ejercicio fisico (tabla II1.77.), p= 0,000 es menor
que el nivel minimo de significacion fijado a=0,05, lo que indica que debemos rechazar
la hipotesis nula de la no existencia de diferencias significativas entre los distintos
grupos. Por tanto, si existen diferencias significativas para los valores plasmaticos de
melatonina (pg/ml) entre los distintos grupos al final del ejercicio. Ahora bien, para

conocer a qué son debidas esas diferencias entre los grupos y en qué grupos se constatan

esas diferencias aplicamos las pruebas post hoc, en las que se realizan comparaciones
multiples de cada grupo respecto a los demds. Hemos elegido la prueba DMS y la t de

Dunnett.

En las pruebas post hoc (tabla II1.78. y tabla I11.79., respectivamente), los niveles
de significacion obtenidos para el grupo melatonina con respecto de los otros tres
grupos también tienen el valor de p=0,000, menor que 0=0,05 lo que indica que
rechazamos la hipotesis nula. Por tanto, en la comparaciones multiples observamos que
existen diferencias significativas entre el grupo melatonina con respecto a los otros

grupos al final del ejercicio (después de la carrera).

En la prueba DMS (tabla III.78.), los niveles de significaciéon del grupo
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melatonina con respecto a los otros tres grupos son en cada caso (p=0,000), menores
que el nivel minimo de significacién fijado 0=0,05, lo que indica que debemos rechazar
la hipotesis nula de que no existen diferencias significativas, y que por tanto si existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo melatonina con respecto a los
grupos placebo, coenzima y Phlebodium para los valores plasméticos de melatonina
(pg/ml) al final del ejercicio (después de la carrera). Similares resultados obtenemos en

la prueba t de Dunnett (tabla I11.79.).

1.3.3. Capacidad antioxidativa en plasma.

En la tabla de descriptivos (tabla II1.80.) los valores medios que se obtienen para la
capacidad antioxidativa en plasma (nmol/mg) difieren:
- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo, (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:
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Grafico III. 12.- Capacidad antioxidativa en plasma (nmol/mg). Los resultados representan la media +
EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion de letras no coincidentes indica
existencia de diferencias significativas entre los grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05). * Indica

existencia de diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos periodos de tiempos (p<0.05).

Para ver si las diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo entre
ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico) son estadisticamente
significativas aplicamos una prueba T de Student (tabla III.81.). Los niveles de

significacion obtenidos en el grupo placebo (p=0,30) y grupo Phlebodium (p=0,33) son
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mayores del nivel minimo de significacion de a = 0,05, lo que indica que debemos
aceptar la hipotesis nula de que no existen diferencias significativas para la capacidad

antioxidativa en plasma en cada uno de esos grupos entre ambos periodos de tiempo.

No obstante, los niveles de significacion en el grupo melatonina (p=0,00 y p=0,01)
son menores que o = 0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipdtesis nula y por
tanto, si existen diferencias significativas para este grupo entre ambos periodos de
tiempo. Para el grupo coenzima (p=0,05), es igual al valor del nivel minimo de
significacion fijado, por lo que no podemos afirmar con rotundidad que existen

diferencias significativas en dicho grupo entre ambos periodos de tiempo.

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico). Veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla I11.82.). Se verifica la hipdtesis de homogeneidad

de varianza ya que los niveles de significacion obtenidos en la prueba de Levene al

inicio y final del ejercicio fisico (p=0,293 y p=0,946, respectivamente) son ambos
mayores que el nivel minimo de significacion fijado 0=0,05. Por tanto, podemos asumir
la igualdad de varianzas y aplicamos una prueba ANOVA. Realizamos el estudio de la
comparacion de los cuatro grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después)

del ejercicio fisico.

En la prueba ANOVA al inicio del ejercicio fisico (tabla II1.83.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,009, es menor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipdtesis nula de la no existencia de
diferencias significativas entre los distintos grupos. Por tanto, si existen diferencias
significativas para los valores de capacidad antioxidativa en plasma (nmol/mg) entre los
distintos grupos al inicio del ejercicio. Ahora bien, para conocer a qué son debidas esas
diferencias entre los grupos y en qué grupos se constatan esas diferencias aplicamos las

pruebas post hoc. Hemos elegido la prueba DMS.
En la prueba DMS (tabla I11.84.), los niveles de significacion obtenidos para el

grupo placebo con respecto al grupo melatonina p=0,040, con respecto al grupo

coenzima p=0,003, y con respecto al grupo Phlebodium p=0,004 han sido menores que
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el nivel minimo de significacion fijado 0=0,05, lo que indica que debemos rechazar la
hipotesis nula de que no existen diferencias significativas, y que por tanto si existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo placebo con respecto al resto

de los grupos al inicio del ejercicio (antes de la carrera).

En la prueba ANOVA al final del ejercicio fisico (tabla II1.85.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,000, es menor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipdtesis nula de la no existencia de
diferencias significativas entre los distintos grupos. Por tanto, si existen diferencias
significativas para los valores de capacidad antioxidativa en plasma entre los distintos
grupos al final del ejercicio. Ahora bien, para conocer a qué son debidas esas diferencias
entre los grupos y en qué grupos se constatan esas diferencias aplicamos las pruebas

post hoc. Hemos elegido la prueba DMS y la t de Dunnett.

En las pruebas post hoc (DMS y t de Dunnett, tabla I11.86. y tabla II1.87.,

respectivamente) los niveles de significacion obtenidos para el grupo placebo con

respecto de los otros tres grupos tienen el valor de p=0,000, son menores que el nivel
minimo de significacion fijado 0=0,05, lo que indica que rechazamos la hipotesis nula
de que no existen diferencias significativas. Por tanto, en las comparaciones multiples
observamos que existen diferencias significativas entre el grupo placebo con respecto a
los otros grupos al final del ejercicio (después de la carrera).

No existen diferencias significativas entre los grupos melatonina, coenzima y
Phlebodium para los valores plasmdticos de capacidad antioxidativa al final del

ejercicio fisico.

1.4. PARAMETROS ERITROCITARIOS.

1.4.1. Proteinas citosol de eritrocito:

En la tabla de descriptivos (tabla II1.88.) los valores medios que se obtienen para
la concentracion de proteinas de citosol de eritrocito (mg/ml) difieren:
- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar

el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
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- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo, (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:
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Grifico IIL.13.- Concentracion de proteinas citosol de eritrocito (mg/ml). Los resultados representan la
media £ EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion de letras no coincidentes
indica existencia de diferencias significativas entre los grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05). *
indica existencia de diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos periodos de tiempos

(p<0.05).

Para ver si las diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo entre
ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico) son estadisticamente
significativas aplicamos una prueba T de Student (tabla II1.89.). Los niveles de
significacion obtenidos (tabla I11.89.) en el grupo placebo (p=0,00) y grupo coenzima
(p=0,00) son menores que el nivel minimo de significacion de a = 0,05, lo que indica
que debemos aceptar la hipotesis alternativa de que si existen diferencias significativas
para la concentracion de proteinas citosol de eritrocito en cada uno de esos grupos entre
ambos periodos de tiempo. Sin embargo, los niveles de significacion para el grupo
melatonina (p=0,09) y el grupo Phlebodium (p=1,00) son mayores que 0=0,05, por lo
que aceptamos la hipdtesis nula de que no existen diferencias significativas para esos

grupos entre ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico).

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla II1.90.). No se verifica la hipdtesis de

homogeneidad de varianzas al inicio del ejercicio fisico ya que el nivel de significacion
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obtenido en la prueba de Levene es de p=0,031, siendo menor que el nivel minimo de
significacion fijado a=0,05. Por tanto, no se asume la igualdad de varianzas y aplicamos
una prueba Welch. En la prueba de Levene al final del ejercicio si se asume la igualdad
de varianzas ya que el nivel de significacion es p=0,180, mayor que a=0,05, por lo que
aplicaremos una prueba ANOVA. Realizamos el estudio de la comparaciéon de los

cuatro grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después) del ejercicio fisico.

En la prueba Welch para el inicio del ejercicio fisico (tabla II11.91.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,174, es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula de que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos para los valores de
proteinas en citosol de eritrocito (mg/ml) al inicio del ejercicio (antes de comenzar la

carrera).

En la prueba ANOVA al final del ejercicio fisico (tabla I11.92.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,007 es menor que el nivel minimo de significacion fijado

a=0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipotesis nula de la no existencia de

diferencias significativas entre los distintos grupos. Por tanto, si existen diferencias
significativas para los valores de proteinas en citosol de eritrocito entre los distintos
grupos al final del ejercicio. Ahora bien, para conocer a qué son debidas esas diferencias
entre los grupos y en qué grupos se constatan esas diferencias aplicamos las pruebas

post hoc. Hemos elegido la prueba DMS y la t de Dunnett.

En la prueba DMS (tabla II1.93.), los niveles de significacion obtenidos para el
grupo Phlebodium con respecto al grupo placebo (p=0,003), con respecto al grupo
melatonina (p=0,030), y con respecto al grupo coenzima (p=0,002) son menores que el
nivel minimo de significacion fijado a=0,05, lo que nos indica que debemos rechazar la
hipotesis nula de que no existen diferencias significativas, y que por tanto si existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo Phlebodium con respecto al

resto de los grupos al final del ejercicio (después de la carrera).
Similares resultados obtenemos en la prueba t de Dunnett (tabla I11.94.), en la que

los niveles de significacion obtenidos para el grupo placebo con respecto al grupo

melatonina p=0,638, con respecto al grupo coenzima p=0,999, y con respecto al grupo
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Phlebodium p=0,008, lo que nos indica la existencia de diferencias significativas entre

el grupo placebo y el grupo Phlebodium al final del ejercicio (después de la carrera).

1.4.2. Proteinas membrana de eritrocito:

En la tabla de descriptivos (tabla II1.100.) los valores medios que se obtienen
para la concentracion de proteinas membrana de eritrocito (mg/ml) difieren:
- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo, (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:
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Grafico III.14.- Concentracion de proteinas de membrana de eritrocito (mg/ml). Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion de letras
no coincidentes indica existencia de diferencias entre los grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05). *

indica la existencia de diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos periodos de tiempos
(p<0.05).

Para ver si las diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo entre
ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico) son estadisticamente
significativas aplicamos una prueba T de Student (tabla III.101). Los niveles de
significacion obtenidos (tabla III.101.) en el grupo melatonina (p=0,76), grupo
coenzima (p=0,27) y grupo Phlebodium (p=0,75 y p=0,77) son mayores que el nivel
minimo de significacién de 0=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipotesis nula
de que no existen diferencias significativas para la concentracion de proteinas en

membrana de eritrocito en cada uno de esos grupos entre ambos periodos de tiempo,

M® Carmen Garcia Morales 182




Tesis Doctoral RESULTADOS

(inicio y final del ejercicio fisico). En el grupo placebo, el nivel de significacion
(p=0,03) es menor que el nivel minimo de significacion fijado, por lo que aceptamos
que si existen diferencias estadisticamente significativas para tal grupo entre el inicio y

el final del ejercicio fisico.

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla I11.102.). Se verifica la hipotesis de homogeneidad
de varianzas al inicio del ejercicio fisico ya que el nivel de significacion obtenido en la

prueba de Levene es de p=0,273, siendo mayor que el nivel minimo de significacion

fijado a=0,05. Por tanto, se asume la igualdad de varianzas y aplicamos una prueba
ANOVA. En la prueba de Levene al final del ejercicio fisico el nivel de significacion
obtenido es p=0,017, menor que a=0,05 por lo que no se asume la igualdad de varianzas
y aplicaremos una prueba Welch. Realizamos el estudio de la comparacion de los

cuatro grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después) del ejercicio fisico.

En la prueba ANOVA para el inicio del ejercicio fisico (tabla I11.103.) el nivel de
significacion obtenido p= 0,480 es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
0=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipotesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores de proteinas de

membrana de eritrocito (mg/ml) entre los distintos grupos al inicio del ejercicio.

En la prueba Welch para el final del ejercicio fisico (tabla I11.104.) el nivel de
significacion obtenido p= 0,328 es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores de proteinas

membrana de eritrocito entre los distintos grupos al final del ejercicio.

1.4.3. Hemoglobina en citosol de eritrocito:

En la tabla de descriptivos (tabla II1.95.) los valores medios que se obtienen

para la concentracién de hemoglobina en citosol de eritrocito (mg/ml) difieren:
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- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo, (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:
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Grafico III.15.- Concentracion de hemoglobina en citosol de eritrocito (mg/ml). Los resultados
representan la media + EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion de letras
no coincidentes indica existencia de diferencias significativas entre los grupos para cada periodo de
tiempo (p<0.05). * indica existencia de diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos

periodos de tiempos (p<0.05).

Para ver si las diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo entre
ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico) son estadisticamente
significativas aplicamos una prueba T de Student (tabla II1.96.). Los niveles de
significacion obtenidos (tabla I11.96.) en el grupo placebo (p=0,00), grupo melatonina
(p=0,00), grupo coenzima (p=0,00) y grupo Phlebodium (p=0,00) son menores que el
nivel minimo de significacion de a = 0,05, lo que indica que debemos aceptar la
hipotesis alternativa de que si existen diferencias significativas para la concentracion de
hemoglobina en citosol de eritrocito en cada uno de los grupos entre ambos periodos de

tiempo, (inicio y final del ejercicio fisico).

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de

homogeneidad de la varianzas (tabla I11.97.).
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Se verifica la hipotesis de homogeneidad de varianza ya que los niveles de
significacion obtenidos en la prueba de Levene al inicio y final del ejercicio fisico
(p=0,639 y p=0,127, respectivamente) son ambos mayores que el nivel minimo de
significacion fijado 0=0,05. Por tanto, podemos asumir la igualdad de varianzas y
aplicamos una prueba ANOVA. Realizamos el estudio de la comparacion de los cuatro

grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después) del ejercicio fisico.

En la prueba ANOVA para el inicio del ejercicio fisico (tabla I11.98.) p= 0,611, es
mayor que el nivel minimo de significacion fijado a=0,05, lo que indica que debemos
aceptar la hipdtesis nula de que no existen diferencias significativas entre los distintos
grupos para los valores de hemoglobina en citosol de eritrocito (mg/ml) entre los

distintos grupos al inicio del ejercicio (antes de la carrera).

En la prueba ANOVA para el final del ejercicio fisico (tabla I11.99.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,258 es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores de hemoglobina en
citosol de eritrocito (mg/ml) entre los distintos grupos al final del ejercicio (después de

la carrera).

1.4.4. Hidroperoxidos en membrana de eritrocito basales:

En la tabla de descriptivos (tabla I11.105.) los valores medios que se obtienen para
la concentracion de hidroperdxidos en membrana de eritrocito basales (nmol/mg)
difieren:

- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo, (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:
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Grafico II1.16.- Concentracion de hidroperoxidos en membrana de eritrocitos basales (nmol/mg). Los
resultados representan la media + EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion
de letras no coincidentes indica existencia de diferencias entre los grupos para cada periodo de tiempo
(p<0.05). * indica existencia de diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos periodos de

tiempos (p<0.05).

Para ver si las diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo entre
ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico) son estadisticamente
significativas aplicamos una prueba T de Student (tabla III.106.). Los niveles de
significacion obtenidos (tabla I11.106.) en el grupo placebo (p=0,02 y p=0,01), grupo
melatonina (p=0,00), grupo coenzima (p=0,00) y grupo Phlebodium (p=0,01) son
menores que el nivel minimo de significacion de a = 0,05, lo que indica que debemos
aceptar la hipdtesis alternativa de que si existen diferencias significativas para la
concentracion de hidroperoxidos en membrana de eritrocito basales en cada uno de los

grupos entre ambos periodos de tiempo, (inicio y final del ejercicio fisico).

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla II1.107.). Se verifica la hipotesis de homogeneidad
de varianza ya que los niveles de significacion obtenidos en la prueba de Levene al
inicio y final del ejercicio fisico son de p=0,698 y p=0,478, siendo mayores que el nivel
minimo de significacion fijado a=0,05. Por tanto, se asume la igualdad de varianzas y

aplicamos una prueba ANOVA. Realizamos el estudio de la comparacion de los cuatro
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grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después) del ejercicio fisico.

En la prueba ANOVA para el inicio del ejercicio fisico (tabla I11.108.) el nivel de
significacion obtenido p= 0,365, es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
0=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipotesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores de hidroperoxidos
de membrana de eritrocito basales (nmol/mg) entre los distintos grupos al inicio del
ejercicio.

En la prueba ANOVA para el final del ejercicio fisico (tabla II11.109.) el nivel de
significacion obtenido p= 0,219, es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores de hidroperoxidos
de membrana de eritrocito basales (nmol/mg) entre los distintos grupos al final del
egjercicio.

1.4.5. Hidroperoxidos en membrana de eritrocito inducidos con AAPH:

En la tabla de descriptivos (tabla II1.110.) los valores medios que se obtienen
para la concentracion de hidroperoxidos en membrana de eritrocito inducidos con
AAPH (nmol/mg) difieren:

- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo, (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:
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Grafico IIL.17.- Concentracion de hidroperoxidos en membrana de eritrocitos inducidos con AAPH

(nmol/mg). Los resultados representan la media + EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del
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ejercicio. La aparicion de letras no coincidentes indica existencia de diferencias significativas entre los
grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05). * indica existencia de diferencias significativas para mismo

grupo entre los dos periodos de tiempos (p<0.05).

Para ver si las diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo entre
ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico) son estadisticamente
significativas aplicamos una prueba T de Student (tabla III.111.). Los niveles de
significacion obtenidos (tabla II1.111.) en el grupo placebo (p=0,81), grupo melatonina
(p=0,22), grupo coenzima (p=0,66) y grupo Phlebodium (p=0,37 y p=0,40) son mayores
que el nivel minimo de significacion de 0=0,05, lo que indica que debemos aceptar la
hipotesis nula de que no existen diferencias significativas para la concentracion de
hidroperéxidos en membrana de eritrocito inducidos con AAPH entre ambos periodos

de tiempo, para cada uno de los grupos.

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de varianzas (tabla I11.112.). Se verifica la hipdtesis de homogeneidad de
varianzas ya que los niveles de significacion obtenidos en la prueba de Levene al inicio
y final del ejercicio fisico son de p=0,602 y p=0,497, siendo mayores que el nivel
minimo de significacion fijado a=0,05. Por tanto, se asume la igualdad de varianzas y
aplicamos una prueba ANOVA. Realizamos el estudio de la comparacion de los cuatro

grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después) del ejercicio fisico.

En la prueba ANOVA al inicio del ejercicio fisico (tabla II1.113.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,035, es menor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipotesis nula de la no existencia de
diferencias significativas entre los distintos grupos. Por tanto, si existen diferencias
significativas para los valores de hidroxiperdxidos en membrana inducidos con AAPH
entre los distintos grupos al inicio del ejercicio. Ahora bien, para conocer a qué son
debidas esas diferencias entre los grupos y en qué grupos se constatan esas diferencias

aplicamos las pruebas post hoc. Hemos elegido la prueba DMS y la t de Dunnett.

En la prueba DMS (tabla III.114.), los niveles de significacion obtenidos para el
grupo placebo con respecto al grupo coenzima (p=0,007) y con respecto al grupo

Phlebodium (p=0,017) son menores que el nivel minimo de significacion fijado 0=0,05,
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lo que nos indica que debemos rechazar la hipotesis nula de que no existen diferencias
significativas, y que por tanto si existen diferencias estadisticamente significativas entre
el grupo placebo con respecto a los grupos coenzima y Phlebodium al inicio del

ejercicio (antes de la carrera).

Ademas, observando las comparaciones multiples en dicha tabla II1.114, se
constata que no existen diferencias significativas entre el grupo placebo con respecto al
grupo melatonina p=0,145, al ser valores superiores a a=0,05. No existen diferencias
significativas entre los grupos coenzima y Phlebodium (p=0,682) al inicio del ejercicio

fisico.

Similares resultados obtenemos en la prueba t de Dunnett (tabla I11.115.), en la que
los niveles de significacion obtenidos para el grupo placebo con respecto al grupo
melatonina p=0,313, con respecto al grupo coenzima p=0,018, y con respecto al grupo
Phlebodium p=0,043, lo que nos indica la existencia de diferencias significativas entre
el grupo placebo y los grupos coenzima y Phlebodium al inicio del ejercicio (antes de la

carrera).

En la prueba ANOVA al final del ejercicio fisico (tabla III.116.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,023 es menor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipotesis nula de la no existencia de
diferencias significativas entre los distintos grupos. Por tanto, si existen diferencias
significativas para los valores de hidroxiperdxidos en membrana inducidos con AAPH
entre los distintos grupos al final del ejercicio. Ahora bien, para conocer a qué son
debidas esas diferencias entre los grupos y en qué grupos se constatan esas diferencias

aplicamos las pruebas post hoc. Hemos elegido la prueba DMS y la t de Dunnett.

En la prueba DMS (tabla II1.117.), los niveles de significacion obtenidos para el
grupo placebo con respecto al grupo melatonina (p=0,026), con respecto al grupo
coenzima (p=0,011), y con respecto al grupo Phlebodium (p=0,007) han sido menores
que el nivel minimo de significacion fijado 0=0,05, lo que indica que debemos rechazar
la hipdtesis nula de que no existen diferencias significativas, y que por tanto si existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo placebo con respecto al resto
de los tres grupos al final del ejercicio (después de la carrera). No existen diferencias

significativas entre los restantes grupos entre si al ser sus niveles de significacion
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mayores que a=0,05.

Similares resultados obtenemos en la prueba t de Dunnett (tabla I11.118.), en la que
los niveles de significacion obtenidos para el grupo placebo con respecto al grupo
melatonina (p=0,057), con respecto al grupo coenzima (p=0,029), y con respecto al
grupo Phlebodium (p=0,019), lo que nos indica la existencia de diferencias
significativas entre el grupo placebo con respecto a los otros grupos al final del ejercicio

(después de la carrera).

2. VARIABLES EN ORINA.

2.1. 8 —Hidroxiguanosina en orina:

En la tabla de descriptivos (tabla III1.119.) los valores medios que se obtienen

para la concentracion de 8-hidroxiguanosina en orina (pg/ml) difieren:
- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar

el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo, (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:
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Grafico I11.18.- Concentracion de 8-hidroxiguanosina en orina (pg/ml). Los resultados representan la
media = EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion de letras no coincidentes
indica existencia de diferencias entre los grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05). * Indica existencia

de diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos periodos de tiempos (p<0.05).

Para ver si las diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo entre

M® Carmen Garcia Morales 190




Tesis Doctoral RESULTADOS

ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico) son estadisticamente
significativas aplicamos una prueba T de Student (tabla II1.120). Los niveles de
significacion obtenidos (tabla III.) en el grupo placebo (p=0,00 y p=0,01), grupo
melatonina (p=0,04), grupo coenzima (p=0,03) y grupo Phlebodium (p=0,01) son
menores que el nivel minimo de significacion de a = 0,05, lo que indica que debemos
aceptar la hipdtesis alternativa de que si existen diferencias significativas para la
concentracion de 8-hidroxiguanosina en orina en cada uno de los grupos entre ambos

periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico).

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla ITI.121.). Se verifica la hipdtesis de homogeneidad
de varianzas ya que los niveles de significacion obtenidos en la prueba de Levene al
inicio y final del ejercicio fisico (p=0,585 y p=0,582, respectivamente) son ambos
mayores que el nivel minimo de significacién fijado a=0,05. Por tanto, podemos asumir
la igualdad de varianzas y aplicamos una prueba ANOVA. Realizamos el estudio de la
comparacion de los cuatro grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después)

del ejercicio fisico.

En la prueba ANOVA para el inicio del ejercicio fisico (tabla I11.122.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,455, es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores de 8-

hidroxiguanosina en orina entre los distintos grupos al inicio del ejercicio.

En la prueba ANOVA para el final del ejercicio fisico (tabla II1.123.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,098 es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipdtesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores de 8-
hidroxiguanosina en orina entre los distintos grupos al final del ejercicio. Al ser un nivel

de significacion solo ligeramente superior a p=0,05 realizamos una prueba DMS.

En la prueba DMS (tabla I11.124.), los niveles de significacion obtenidos para el

grupo placebo con respecto al grupo melatonina (p=0,035), con respecto al grupo
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coenzima (p=0,032), y con respecto al grupo Phlebodium (p=0,049) son menores que el
nivel minimo de significacion fijado a=0,05, lo que indica que debemos rechazar la
hipotesis nula de que no existen diferencias significativas, y que por tanto si existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo placebo con respecto al resto
de los tres grupos al final del ejercicio (después de la carrera). No existen diferencias
significativas entre los restantes grupos entre si al ser sus niveles de significacion

mayores que a=0,05.

2.2. Creatinina:

En la tabla de descriptivos (tabla I11.125.) los valores medios que se obtienen para
la concentracion de creatinina en orina (mg/dl) difieren:
- entre los distintos grupos para un mismo periodo de tiempo, antes de comenzar
el ejercicio fisico (inicio) y después del ejercicio fisico (final).
- en un mismo grupo entre ambos periodos de tiempo, (inicio y final), como

podemos observar en el siguiente grafico:
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Grifico I11.19.- Concentracion de creatinina en orina (mg/dl). Los resultados representan la media +
EEM de cada grupo (N=8) al inicio y al final del ejercicio. La aparicion de letras no coincidentes indica
existencia de diferencias entre los grupos para cada periodo de tiempo (p<0.05). * indica existencia de

diferencias significativas para un mismo grupo entre los dos periodos de tiempos (p<0.05).

Para ver si las diferencias entre los distintos valores medios para cada grupo entre
ambos periodos de tiempo (inicio y final del ejercicio fisico) son estadisticamente
significativas aplicamos una prueba T de Student (tabla II1.126.). Los niveles de

significacion obtenidos (tabla III.) en el grupo placebo (p=0,04), grupo melatonina
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(p=0,02 y p=0,03), grupo coenzima (p=0,01) y grupo Phlebodium (p=0,04) son menores
que el nivel minimo de significacion de a = 0,05, lo que indica que debemos aceptar la
hipotesis alternativa de que si existen diferencias significativas para la concentracion de
creatinina en orina cada uno de los grupos entre ambos periodos de tiempo (inicio y

final del ejercicio fisico).

Observamos que existen diferencias entre los valores medios de los distintos
grupos para un mismo periodo de tiempo (inicio o final del ejercicio fisico), veamos si
son estadisticamente significativas. Para ello, aplicamos primeramente la prueba de
homogeneidad de la varianzas (tabla I11.127.). Se verifica la hipdtesis de homogeneidad
de varianzas ya que los niveles de significacion obtenidos en la prueba de Levene al
inicio y final del ejercicio fisico son de p=0,840 y p=0,191, siendo ambos mayores que
el nivel minimo de significacion fijado 0=0,05. Por tanto, podemos asumir la igualdad
de varianzas y aplicamos una prueba ANOVA. Realizamos el estudio de la comparacion
de los cuatro grupos separadamente al inicio (antes) y al final (después) del ejercicio
fisico.

En la prueba ANOVA para el inicio del ejercicio fisico (tabla II1.128.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,261, es mayor que el nivel minimo de significacion fijado
0=0,05, lo que indica que debemos aceptar la hipotesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos para los valores de creatinina en

orina (mg/dl) entre los distintos grupos al inicio del ejercicio.

En la prueba ANOVA al final del ejercicio fisico (tabla I11.129.), el nivel de
significacion obtenido p= 0,024, es menor que el nivel minimo de significacion fijado
a=0,05, lo que indica que debemos rechazar la hipdtesis nula de la no existencia de
diferencias significativas entre los distintos grupos. Por tanto, si existen diferencias
significativas para los valores de creatinina en orina (mg/dl) entre los distintos grupos al
final del ejercicio. Ahora bien, para conocer a qué son debidas esas diferencias entre los

grupos y en qué grupos se constatan esas diferencias aplicamos las pruebas post hoc.

En la prueba DMS (tabla II1.130.), los niveles de significaciéon obtenidos para el
grupo placebo con respecto al grupo coenzima (p=0,019) y con respecto al grupo
Phlebodium (p=0,030) son menores que el nivel minimo de significacion fijado a=0,05,
lo que nos indica que debemos rechazar la hipdtesis nula de que no existen diferencias

significativas, y que por tanto si existen diferencias estadisticamente significativas entre
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el grupo placebo con respecto a los grupos coenzima y Phlebodium al final del ejercicio

(después de la carrera).

Ademas, observando las comparaciones multiples en dicha tabla II1.130, se
constatan diferencias significativas entre el grupo melatonina con respecto al grupo
coenzima (p=0,022) y con respecto al grupo Phlebodium (p=0,036) al ser valores
inferiores a 0=0,05. No existen diferencias significativas entre los grupos placebo y
melatonina (p=0,777), asi como tampoco entre los grupos coenzima y Phlebodium

(p=0,813) al final del ejercicio fisico.

Similares resultados obtenemos en la prueba t de Dunnett (tabla II1.131.) en la que
los niveles de significacion obtenidos para el grupo placebo con respecto al grupo
melatonina p=0,981, con respecto al grupo coenzima p=0,046, y con respecto al grupo
Phlebodium p=0,027, lo que nos indica la existencia de diferencias significativas entre
el grupo placebo y los grupos coenzima y Phlebodium al final del ejercicio (después de

la carrera.).
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RESULTADOS

Tabla IIL.1. Descriptivos. Valores de Bilirrubina (umol/1) al inicio (antes) y final (después) del

gjercicio fisico.

Bilirrubina Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium

(nmol/l). Antes Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes Desp.
N 32 32 8 8 8 8 8 8 8 8
Media | 32,031 | 30,932 [ 37,009 | 39,436 | 21,863 | 26,749 [ 36,551 | 30,673 | 32,703 | 26,871
Error tipico 1,979 | 1,714 | 3,341 | 3,452 | 2,712 | 2,648 | 2,871 | 2,946 4,623 | 3,039
Desv. tip. | 11,199 | 9,696 [ 9451 | 9,763 | 7,672 | 7,491 [ 8,120 | 8332 | 13,076 | 8,596
Varianza | 125,435 | 94,022 | 89,334 | 95,333 [ 58,870 | 56,125 | 65,949 | 69,434 | 171,008 | 73,908
Minimo | 11,115 | 11,115 [ 17,100 | 27,360 | 11,115 | 11,115 | 18,810 | 13,680 | 16,245 | 17,100
Mediana | 35,910 | 29,497 | 37,314 | 37,192 | 21,191 | 26,627 | 37,620 | 33,345 | 34,200 | 27,543
Maéximo | 53,865 | 52,155 | 48,735 | 52,155 | 37,620 | 37,620 | 47,025 | 40,185 | 53,865 | 44,460
Rango [ 42,750 | 41,040 | 31,635 | 24,795 | 26,505 | 26,505 | 28,215 | 26,505 | 37,620 | 27,360
Asimetria -,143 ,295 | -1,304 244 | 1,090 | -1,108 | -1,540 | -1,271 251 | 1,116
Curtosis | -1,039 291 | 2,822 | -1,872 | 2,598 | 3,164 | 3,899 | 1,797 -971 | 2,108

Tabla I11.2. Prueba T de Student para los valores medios de bilirrubina plasmatica (umol/l)

para observar las diferencias significativas para un mismo grupo entre el inicio y el final
delejercicio fisico.

Prueba de Levene
Bilirrubina para Prueba T
(nmol/1) la igualdad de varianzas | para la igualdad de medias
F Sig. t gl | Sig.(bilateral)
Global
(a) 2,722 ,104 | ,420 62 ,676
(b)
,420 | 60,755 ,676
Placebo
(a) ,551 ,470 | -,505 14 ,621
(b) -,505 | 13,985 ,621
Melatonina
(a) ,026 ,873 | -1,289 14 ,218
(b) -1,289 | 13,992 ,218
Coenzima Q
(a) ,226 ,642 | 1,429 14 ,175
(b) 1,429 | 13,991 ,175
Phlebodium
(a) 2,498 ,136 | 1,054 14 ,310
(b) 1,054 | 12,098 ,312

(a)= Se han asumido varianzas iguales.(b)= No se han asumido varianzas iguales.

M* Carmen Garcia Morales

195




Tesis Doctoral RESULTADOS

Tabla I11.3. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

Bilirrubina | Estadistico de Levene | gll | gl2 | Sig.
Antes 1,521 3| 28,231
Después , 706 | 3| 28,557

Tabla I11.4. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al inicio del ejercicio
fisico (antes de la carrera).

Bilirrubina. | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(umol/1) cuadratica

Inter-grupos 1192361 | 3 397,454 | 4,128 | ,015

Intra-grupos 2696,125 | 28 96,290

Total 3888,486 | 31

Tabla I11.5. DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (bilirrubina) entre
grupos al inicio del ejercicio fisico (antes de la carrera).

Bilirrubina D J) Diferencia de medias (I-J) | Error Sig.
(pmol/l) tipico

Placebo Melatonina 15,145714%* | 4,906378 | ,005

Coenzima , 458036 | 4,906378 | ,926

Phlebodium 4,305536 | 4,906378 | ,388

Melatonina | Placebo -15,145714* | 4,906378 | ,005

Coenzima -14,687679* | 4,906378 | ,006

DMS Phlebodium -10,840179* | 4,906378 | ,035

Coenzima Placebo -,458036 | 4,906378 | ,926

Melatonina 14,687679%* | 4,906378 | ,006

Phlebodium 3,847500 | 4,906378 | ,440

Phlebodium | Placebo -4,305536 | 4,906378 | ,388

Melatonina 10,840179* | 4,906378 | ,035

Coenzima -3,847500 | 4,906378 | ,440

Tabla IIL.6. t de Dunnett. Comparaciones multiples de una variable dependiente (bilirrubina)
entre grupos al inicio del ejercicio fisico (antes de la carrera).

Bilirrubina 1)) J) Diferencia de medias | Error Sig.
(pmol/l). d-J) tipico

Melatonina | Placebo -15,145714* | 4,906378 | ,012

t de Dunnett Coenzima | Placebo -,458036 | 4,906378 | ,999

(bilateral)® Phlebodium | Placebo -4,305536 | 4,906378 | ,713
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Tabla IIL.7. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al final del ejercicio fisico
(después de la carrera).

Bilirrubina | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(pmol/l). cuadratica

Inter-grupos 851,066 | 3 283,689 | 3,849 | ,020

Intra-grupos 2063,605 | 28 73,700

Total 2914,671

Tabla I11.8. DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (bilirrubina) entre
grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Variable (D J) Diferencia de medias | Error tipico | Sig.
dependiente 1-J)

Bilirrubina Placebo Melatonina 12,687589* 4,292441 | ,006

(nmol/l). Coenzima 8,763750 4,292441 | ,051

Phlebodium 12,565446* 4,292441 | ,007

Melatonina | Placebo -12,687589* 4,292441 | ,006

Coenzima -3,923839 4,292441 | ,368

DMS Phlebodium -,122143 4,292441 | ,978

Coenzima | Placebo -8,763750 4,292441 | ,051

Melatonina 3,923839 4,292441 | ,368

Phlebodium 3,801696 4,292441 | ,383

Phlebodium | Placebo -12,565446* 4292441 | ,007

Melatonina ,122143 4,292441 | 978

Coenzima -3,801696 4,292441 | ,383

Tabla IIL9. t de Dunnett. Comparaciones multiples de una variable (bilirrubina) entre grupos
al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Bilirrubina D ) Diferencia de medias | Error Sig.
(pmol/l). 1-J) tipico
Melatonina | Placebo -12,687589* | 4,292441 | ,017
t de Dunnett Coenzima | Placebo -8,763750 |  4,292441 | ,049
(bilateral)® Phlebodium | Placebo -12,565446* | 4,292441 | ,018
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Tabla I11.10. Descriptivos. Valores de Colesterol total en plasma (mmol/l) al inicio (antes) y
final (después) del ejercicio fisico.

Colesterol Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium

total Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp
(mmol/l)

N 32 32 8 8 8 8 8 8 8 8

Media | 4,384 | 4,455 | 4,449 | 4,605 | 4,032 | 3,461 [ 4,549 | 4,664 | 4,506 | 5,092

Error tipico | ,103 | ,160 | ,167 | 244 | ,144| 198| 236| ,0297| ,242| 261

Desv. tip. | ,582 | ,905| ,474| ,690| ,408 | ,562 [ ,669 ,790 ,685 ,739

Varianza | ,340 | ,821 | ,225| 477 ,167| 317 | ,448 ,0625 470 ,547

Minimo | 3,532 | 2,600 | 4,031 | 3,886 | 3,584 | 2,600 | 3,532 | 3,965 | 3,571 | 4,057

Mediana | 4,306 | 4,194 | 4,391 | 4,398 | 3,906 | 3,334 | 4,785 | 4,194 | 4,588 | 5,225

Maximo | 5,462 | 6,053 | 5,462 | 5,908 | 4,661 | 4,517 [ 5,396 | 6,000 [ 5,304 | 6,053

Rango [ 1,930 | 3,453 | 1,431 | 2,022 | 1,077 | 1,917 | 1,864 | 2,035 [ 1,733 | 1,996

Asimetria | ,302 | ,159 | 1,538 | ,986 | .,830 | ,648 [ -418 ,860 | 177 | -,157

Curtosis | -1,15| -,674 | 2,740 | ,295 | -,723 | 1,411 | -1,46 | -1,142 | -2,073 | -1,464

Tabla I11.11. Prueba T de Student para los valores medios de colesterol total plasmatico
(mmol/l) para observar las diferencias significativas para un mismo grupo entre el inicio y el
final del ejercicio fisico.

Prueba de
Colesterol Levene para Prueba T para la igualdad de
(mmol/1) la igualdad de medias
varianzas
F Sig. t gl Sig.(bilateral)
Global
(a) | 5,481 ,022 -,375 62 ,709
(b)
-,375 | 52,913 ,709
Placebo
(a) | 1,508 ,240 -,526 14 ,607
(b) -,526 | 12,406 ,608
Melatonina
(a) | ,232 ,638 2,324 14 ,036
(b) 2,324 | 12,773 ,037
Coenzima
@@ | ,756 ,399 -,314 14 , 758
(b) -,314 | 13,629 ,759
Phlebodium
(a) | ,001 976 | -1,643 14 ,123
(b) -1,643 | 13,920 ,123

(a)= Se han asumido varianzas iguales. (b)= No se han asumido varianzas iguales.

M* Carmen Garcia Morales 198




Tesis Doctoral

Tabla I11.12. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

Colesterol total

Estadistico de Levene

gll | gl2

Sig.

Antes

2,641 | 3| 28

,069

Después

28

1,006 | 3

,405

RESULTADOS

Tabla I11.13. ANOVA. Prueba de igualdad de medias de colesterol total en plasma (mmol/l)
entre los grupos al inicio del ejercicio fisico (antes de la carrera).

Colesterol total. | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(mmol/l). cuadratica

Inter-grupos 1,362 | 3 ,454 1 1,386 | ,267

Intra-grupos 9,172 | 28 ,328

Total 10,535 | 31

Tabla I11.14. ANOVA. Prueba de igualdad de medias de colesterol total en plasma (mmol/l)
entre los grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Colesterol total | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(mmol/l) cuadratica

Inter-grupos 11,684 | 3 3,895 | 7,924 | ,001

Intra-grupos 13,762 | 28 ,491

Total 25,445 | 31

Tabla IIL1.15. DMS. Comparaciones multiples de una variable (colesterol total plasmatico) entre

grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Variable D J) Diferencia de medias | Error Sig.
dependiente (I-)) tipico

Colesterol Placebo Melatonina 1,143931* , 350530 | ,003

total Coenzima -,059084 , 350530 | ,867

(mmol/l). Phlebodium -,487443 , 350530 | ,175

Melatonina | Placebo -1,143931* , 350530 | ,003

DMS Coenzima -1,203015%* ,350530 | ,002

Phlebodium -1,631374%* ,350530 | ,000

Coenzima Placebo ,059084 , 350530 | ,867

Melatonina 1,203015%* ,350530 | ,002

Phlebodium -,428359 ,350530 | ,232

Phlebodium | Placebo ,487443 ,350530 | ,175

Melatonina 1,631374%* ,350530 | ,000

Coenzima ,428359 ,350530 | ,232

Tabla I11.16. t de Dunnett. Comparaciones multiples de una variable (colesterol total

plasmatico) entre grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Colesterol total D J) Diferencia de | Error Sig.
(mmol/l). medias (I-]) tipico

Melatonina | Placebo -1,143931* , 350530 | ,008

t de Dunnett Coenzima | Placebo ,059084 , 350530 | ,997

(bilateral)®. Phlebodium | Placebo ,487443 ,350530 | ,382
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RESULTADOS

Tabla II1.17. Descriptivos. Valores de Fosfolipidos en plasma (mmol/l) al inicio (antes) y al

final (después) del ejercicio fisico.

Fosfolipidos Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium

(mmol/l) | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp.
N 32 32 8 8 8 8 8 8 8 8
Media | 2,301 | 2,038 | 2,311 | 2,016 | 2,078 | 1,874 | 2,449 | 2,190 | 2,364 | 2,072
Error tipico | ,054 ,049 | ,076 ,126 | ,134 | ,088( ,121 | ,072| ,06l ,085
Desv. tip. | ,310 281 | 217 358 381 | ,249 | 344 | 204 | ,175 ,242
Varianza | ,097 079 | ,047 L1291 1451 062 ,118 | ,042| ,031 ,059
Minimo | 1,451 | 1,592 ] 2,029 | 1,592 | 1,451 | 1,592 | 1,873 | 1,873 [ 2,044 1,685
Mediana | 2,356 | 2,075 2,325 | 1,958 | 2,130 | 1,849 | 2,543 | 2,270 | 2,387 | 2,101
Maximo | 2,887 | 2,497 | 2,668 | 2,497 | 2,590 | 2,278 | 2,887 | 2,403 | 2,653 | 2419
Rango | 1,436 905 | ,640 9051 1,139 | ,687 [ 1,014 | ,531 | ,609 ,733
Asimetria [ -,605 | -,109 | ,306 207 | -420 | 423 [ -458 | -951 | -,320 -,107
Curtosis | ,751 | -1,306 | -,808 | -1,988 | -,653 | -1,191] -,618 | -,586 [ 1,521 -,512

Tabla II1.18. Prueba T de Student para los valores medios de fosfolipidos plasmaticos para
observar las diferencias significativas para un mismo grupo entre el inicio y el final del ejercicio

fisico.
Prueba de
Fosfolipidos | Levene para | Prueba T para la igualdad de
(mmol/l) la igualdad medias
de varianzas
F Sig. t gl | Sig.(bilateral)
Global
(a)| ,006 | ,937| 3,544 62 ,001
(b)
3,544 | 61,387 ,001
Placebo
(a) | 4,351 ,056 | 1,986 14 ,067
(b) 1,986 | 11,524 ,071
Melatonina
(a) | 1,159 | ,300| 1,271 14 ,225
(b) 1,271 | 12,058 ,228
Coenzima
(a) | 2,524 | ,134| 1,834 14 ,088
(b) 1,834 | 11,382 ,093
Phlebodium
(a) | ,923 ,353 | 2,762 14 ,015
(b) 2,762 | 12,745 ,016

M* Carmen Garcia Morales

(a)= Se han asumido varianzas iguales. (b)= No se han asumido varianzas iguales.
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Tabla I11.19. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

Fosfolipidos

Estadistico de Levene

gll | gl2

Sig.

Antes

2,282 | 3| 28

,101

Despu¢s

2,147 3] 28

,117

RESULTADOS

Tabla II1.20. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al inicio del ejercicio

fisico (antes de la carrera).

Fosfolipidos. | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(mmol/l). cuadratica

Inter-grupos ,605| 3 ,202 | 2,363 | ,093

Intra-grupos 2,391 | 28 ,085

Total 2,996 | 31

Tabla I11.21. DMS. Comparaciones multiples de una variable (fosfolipidos) entre grupos al

inicio del ejercicio fisico (antes de la carrera).

Variable D J) Diferencia de medias | Error tipico | Sig.
dependiente (I-))
Fosfolipidos | Placebo Melatonina ,232679 ,146115 | ,123
(mmol/l). Coenzima -,138493 ,146115 | ,351
Phlebodium -,052666 ,146115 | ,721
Melatonina | Placebo -,232679 ,146115 | ,123
Coenzima -371172%* ,146115 | ,017
DMS Phlebodium -,285346 ,146115 | ,061
Coenzima | Placebo ,138493 ,146115 | ,351
Melatonina J71172% ,146115 | ,017
Phlebodium ,085827 ,146115 | ,562
Phlebodium | Placebo ,052666 ,146115 | ,721
Melatonina ,285346 ,146115 | ,061
Coenzima -,085827 ,146115 | ,562
Tabla I11.22. DMS. Comparaciones multiples de una variable (fosfolipidos) entre grupos al
final del ejercicio fisico (después de la carrera).
Variable D J) Diferencia de medias | Error tipico | Sig.
dependiente (I-))
Fosfolipidos | Placebo Melatonina , 142673 ,134914 | ,299
(mmol/l). Coenzima -, 173604 ,134914 | ,209
Phlebodium -,055174 ,134914 | ,686
Melatonina | Placebo -,142673 ,134914 | ,299
Coenzima -,316277* ,134914 | ,026
DMS Phlebodium -,197847 ,134914 | ,154
Coenzima | Placebo ,173604 ,134914 | ,209
Melatonina ,316277* ,134914 | ,026
Phlebodium ,118430 ,134914 | ,388
Phlebodium | Placebo ,055174 ,134914 | ,686
Melatonina ,197847 ,134914 | ,154
Coenzima -,118430 ,134914 | ,388
M* Carmen Garcia Morales
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Tabla II1.23. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al final del
ejercicio fisico (después de la carrera).

Fosfolipidos | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(mmol/l). cuadratica

Inter-grupos A413 1 3 ,138 1 1,893 | ,154

Intra-grupos 2,309 | 28 ,073

Total 2,452 | 31

Tabla I11.24. Descriptivos. Valores de Triglicéridos en plasma (mmol/l) antes y
después del ejercicio.

Triglicéridos Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium
(mmol/l) Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp
N 32 32 8 8 8 8 8 8 8 8

Media | 1,775 | 1,616 | 1,714 | 1,306 | 1,778 | 1,766 | 1,909 | 1,749 | 1,699 | 1,644
Error tipico | ,058 | ,053 | ,091 | ,088 | ,122| ,123| ,143| ,073| ,110| ,058
Desv. tip. | ,329 | ,305 | ,259| 0250 | 346 | 350 | .,404| 209 | J312| ,165
Varianza | ,108 | ,093 | ,067 | ,063 | 120 | ,123| 164 | ,044| ,098 | ,028
Minimo | 1,255 | ,893 | 1,343 | ,893 | 1,488 | 1,255 | 1,287 | 1,448 | 1,255 | 1,416
Mediana | 1,753 | 1,642 | 1,757 | 1,302 | 1,672 | 1,829 | 2,038 | 1,733 | 1,664 | 1,650
Maximo | 2,340 | 2,204 | 2,059 | 1,697 | 2,332 | 2,204 | 2,340 | 2,131 | 2,051 | 1,882
Rango | 1,086 | 1,311 | ,716 | ,804 | 844 | ,049 | 1,054 | 684 | ,796| 466
Asimetria | ,201 | -,147 | -235| -,108 | 1,026 | -263 | -573 | ,521 | -217 | -,069
Curtosis | -1,105 | 104 | -1,482 | 119 | -615 | -1,576 | -1,463 | ,643 | -1,447 | -1,169
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Tabla IIL.25. Prueba T de Student para los valores medios de triglicéridos en plasma
(mmol/l) para observar las diferencias significativas para un mismo grupo entre el inicio y el
final del ejercicio fisico.

Prueba de
Triglicéridos | Levene para | Prueba T para la igualdad de
(mmol/l) la igualdad medias
de varianzas
F Sig. t gl | Sig.(bilateral)
Global
(@ | ,599| ,442| 1,997 62 ,050
(b)
1,997 | 61,648 ,050
Placebo
(a)| ,226| ,642| 3,194 14 ,007
(b) 3,194 | 13,982 ,007
Melatonina
(a| ,071 ,793 ,070 14 ,945
(b) ,070 | 13,998 ,945
Coenzima
(a) | 5,717 | ,031 ,992 14 ,338
(b) ,992 | 10,490 ,344
Phlebodium
(a) | 3,122 | ,099 ,438 14 ,668
(b) ,438 | 10,653 ,670

(a)= Se han asumido varianzas iguales. (b)= No se han asumido varianzas iguales.

Tabla II1.26. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

Triglicéridos | Estadistico de Levene | gll | gl2 | Sig.
Antes ,796 3| 28,506
Después 2,045 3| 281,130
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Tabla I11.27. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al inicio del

ejercicio fisico (antes de la carrera).

Triglicéridos | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(mmol/l). cuadratica

Inter-grupos 220 3 ,073 | ,653 | ,588

Intra-grupos 3,143 | 28 ,112

Total 3,363 | 31

RESULTADOS

Tabla I11.28. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al final del
ejercicio fisico (después de la carrera).

Triglicéridos | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(mmol/l). cuadratica

Inter-grupos 1,094 | 3 ,365 | 5,679 | ,004

Intra-grupos 1,797 | 28 ,064

Total 2,891 | 31

Tabla I11.29. DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (triglicéridos) entre
grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Variable 1)) ) Diferencia de medias | Error Sig.
dependiente (I-J) tipico

Triglicéridos | Placebo Melatonina -,459440* ,126669 | ,001

(mmol/l). Coenzima -,442349%* ,126669 | ,002

Phlebodium -,337219* ,126669 | ,013

Melatonina | Placebo ,459440* ,126669 | ,001

Coenzima ,017091 ,126669 | ,894

Phlebodium ,122220 ,126669 | ,343

DMS Coenzima | Placebo ,442349%* ,126669 | ,002

Melatonina -,017091 ,126669 | ,894

Phlebodium ,105130 ,126669 | 414

Phlebodium | Placebo ,337219%* , 126669 | ,013

Melatonina -,122220 ,126669 | ,343

Coenzima -,105130 ,126669 | ,414

Tabla II1.30. t de Dunnett. Comparaciones multiples de una variable (triglicéridos) entre
grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Triglicéridos D J) Diferencia de Error Sig.
(mmol/l). medias (I-]) tipico

Melatonina | Placebo ,459440* ,126669 | ,003

t de Dunnett Coenzima | Placebo ,442349%* ,126669 | ,004

(bilateral)® Phlebodium | Placebo ,337219% ,126669 | ,034
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RESULTADOS

Tabla I11.31. Descriptivos. Valores de Proteinas en plasma (mg/ml) al inicio (antes) y
al final (después) del ejercicio fisico.

Pro_plas Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium

(mg/ml) | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp.
N 32 32 8 8 8 8 8 8 8 8
Media | 68,726 | 67,990 | 73,306 | 68,367 | 68,391 | 66,713 | 66,542 | 66,932 | 66,664 | 69,949
Error tipico | 1,185 | 1,352 | 1,980 | 1,468 2,141 | 3,165 2,030 | 1,437 | 2,820 4,144
Desv. tip. | 6,704 | 7,648 | 5,600 | 4,153 | 6,056 | 8,953 | 5,742 | 4,065| 7,976 | 11,723
Varianza | 44,952 | 58,502 | 31,370 | 17,254 | 36,682 | 80,172 | 32,980 | 16,526 | 63,632 | 137,437
Minimo | 54,815 | 48,976 | 66,883 | 62,991 | 59,876 | 54,426 | 54,815 | 60,071 | 55,789 | 48,976
Mediana | 68,440 | 67,564 | 71,652 | 67,369 | 69,803 | 65,618 | 66,591 | 67,175 | 67,856 | 71,068
Maximo | 82,066 | 88,294 | 81,482 | 74,669 | 76,032 | 81,482 | 75,448 | 72,333 | 82,066 | 88,294
Rango | 27,250 | 39,318 | 14,598 | 11,679 | 16,155 | 27,055 | 20,632 | 12,263 | 26,277 | 39,318
Asimetria ,027 ,113 ,493 534 | 282 337 =877 | -347 ,704 =377
Curtosis 021 1,271 -1,533 | -785| -1,739 | -720 | 3,081 | -445( 1,383 ,858

Tabla I11.32. Prueba T de Student para los valores medios de proteinas plasmaticas (mg/ml)
para observar las diferencias significativas para un mismo grupo entre el inicio y el final del
gjercicio fisico.

(a)= Se han asumido varianzas iguales. (b)= No se han asumido varianzas iguales.

M® Carmen Garcia Morales

Prueba de
Pro _plas | Levene para | Prueba T para la igualdad de
(mg/ml) la igualdad medias
de varianzas
F Sig. t gl | Sig.(bilateral)
Global
(a | ,297 | ,587 ,409 62 ,684
(b)
,409 | 60,954 ,684
Placebo
(a) | 1,375 ,261 | 2,003 14 ,065
(b) 2,003 | 12,912 ,067
Melatonina
(a) | 1,670 | ,217 ,439 14 ,667
(b) ,439 | 12,297 ,668
Coenzima
(a| ,028 870 | -,156 14 ,878
(b) -,156 | 12,607 ,878
Phlebodium
(@ | ,891| ,361 -,655 14 ,523
(b) -,655 | 12,338 ,524
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Tabla I11.33. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

Pro_plas | Estadistico de Levene | gll | gl2 | Sig.
Antes 449 | 3| 28,720
Después 3,113 3] 28,042

Tabla I11.34. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al inicio del
ejercicio fisico (antes de la carrera).

Proteinas | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(mg/ml). cuadratica

Inter-grupos 240,883 | 3 80,294 | 1,951 | ,144

Intra-grupos 1152,641 | 28 41,166

Total 1393,524 | 31

Tabla II1.35. DMS. Comparaciones multiples de una variable (proteinas plasmaticas) entre

grupos al inicio del ejercicio fisico (antes de la carrera).

Variable (D J) Diferencia de medias | Error tipico | Sig.
dependiente 1-J)

Prot_plas | Placebo Melatonina 4914746 3,208027 | ,137

(mg/ml). Coenzima 6,763859 3,208027 | ,044

Phlebodium 6,642206 3,208027 | ,048

Melatonina | Placebo -4,914746 3,208027 | ,137

Coenzima 1,849112 3,208027 | ,569

DMS Phlebodium 1,727460 3,208027 | ,595

Coenzima | Placebo -6,763859%* 3,208027 | ,044

Melatonina -1,849112 3,208027 | ,569

Phlebodium -,121652 3,208027 | ,970

Phlebodium | Placebo -6,642206%* 3,208027 | ,048

Melatonina -1,727460 3,208027 | ,595

Coenzima ,121652 3,208027 | ,970

Tabla I11.36. Welch. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al final del

ejercicio (después de la carrera), pero sin asumir igualdad de varianzas entre los grupos.
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Proteinas Estadistico® | gll | gl2 Sig.
(mg/ml)

Welch 270 | 3| 14,716 | ,846

Brown-Forsythe ,286 317,089 | ,835

a.Distribuidos en F asintoticamente.
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RESULTADOS

Tabla I11.37. Descriptivos. Valores de Interleukina-6 en plasma (pg/ml)) antes y
después del ejercicio.

Interleukina6 Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium
(pg/ml) | Antes Desp. | Antes Desp. | Antes Desp. Antes Desp. | Antes Desp.
N 32 32 8 8 8 8 8 8 8 8
Media | 3,837 | 43,530 | 5,108 | 39,635 | 3,340 | 52,403 3,473 40,856 | 3,428 | 41,228
Error tipico | ,374 3418 | ,728 7,991 | 711 7,024 , 799 5,638 ,704 6,842
Desv. tip. | 2,116 | 19,338 | 2,060 | 22,604 | 2,012 | 19,868 2,261 15,948 | 1,991 19,352
Varianza | 4,481 | 373,979 | 4,246 | 510,973 | 4,050 | 394,766 5,113 | 254,363 | 3,965 | 374,535
Minimo | ,450 | 20,140 | 2,220 | 20,140 | ,450 | 32,710 1,120 | 21,950 [ 1,120 | 20,610
Mediana | 3,840 | 38,500 | 4,605 | 33,595 | 3,135 | 45,950 2,870 | 36,895 | 3,385 39,085
Maximo | 8,520 | 89,800 | 8,520 | 89,800 | 6,510 | 79,010 6,670 | 65,420 | 7,270 83,700
Rango | 8,070 | 69,660 | 6,300 | 69,660 [ 6,060 | 46,300 5,550 | 43,470 | 6,150 | 63,090
Asimetria | ,395 984 | ,563 1,870 [ ,300 ,380 ,338 ,467 ,900 1,669
Curtosis | -,654 ,041 | -253 3,775 | -,460 | -2,125 -2,045 -1,340 911 3,664

Tabla I11.38. Prueba T de Student para los valores medios de interleukina-6 (pg/ml)
en plasma para observar las diferencias significativas para un mismo grupo entre el

inicio y el final del ejercicio fisico.

Prueba de
IL-6 Levene para Prueba T para la igualdad de
(pg/ml) la igualdad de medias
varianzas
F | Sig. t gl | Sig.(bilateral)
Global
(a) | 47,075 | ,000 | -11,542 62 ,000
(b)
-11,542 | 31,743 ,000
Placebo
(a) 6,736 | ,021 -4,302 14 ,001
(b) -4302 | 7,116 ,003
Melatonina
(a)| 31,233 | ,000 -6,949 14 ,000
(b) -6,949 | 7,144 ,000
Coenzima
(a) | 18,645 | ,001 -6,564 14 ,000
(b) -6,564 | 7,281 ,000
Phlebodium
(a) 4913 | ,044 -5,495 14 ,000
(b) -5,495 | 7,148 ,001

(a)= Se han asumido varianzas iguales. (b)= No se han asumido varianzas iguales.
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Tabla I11.39. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

Interleukina-6 | Estadistico de Levene | gll | gl2 | Sig.
Antes ,346 3 128 1,792
Después ,265 3 28 1,850

Tabla I11.40. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al inicio del
ejercicio fisico (antes de la carrera).

Interleukina-6 | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(pg/ml). cuadrética

Inter-grupos 17,304 | 3 5,768 | 1,328 | ,285

Intra-grupos 121,620 | 28 4,344

Total 138,924 | 31

Tabla II1.41. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al final del
ejercicio (después de la carrera).

Interleukina-6 | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(pg/ml) cuadratica

Inter-grupos 850,873 | 3 283,624 | ,739 | ,538

Intra-grupos 10742,461 | 28 383,659

Total 11593,334 | 31

Tabla II1.42. Descriptivos. Valores de TNF-a en plasma (pg/ml) antes y después del

gjercicio.
TNF-a Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium
(pg/ml) Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp
N 32 32 8 8 8 8 8 8 8 8

Media | 16,668 | 20,502 | 21,925 | 28,160 | 14,732 | 16,730 [ 16,979 | 21,857 | 13,035 | 15,261

Error tipico 9741 1L175 ] 1,699 | 1,764 | 1,495 | 1,782 | 1,357 | 1,697 | 1,863 ,853

Desv. tip. | 5,512 | 6,651 | 4,806 | 4,989 | 4,229 | 5,042 3,838 | 4,800 | 5271 | 2414

Varianza | 30,389 | 44,249 | 23,101 | 24,895 | 17,890 | 25,428 | 14,736 | 23,042 | 27,788 | 5,829

Minimo | 6,485 | 11,821 | 16,380 | 22,099 | 7,940 | 11,911 | 10,455 | 15,217 | 6,485 | 11,821

Mediana | 16,769 | 18,857 | 21,630 | 29,074 [ 14,490 | 14,491 [ 18,039 | 21,767 | 12,549 | 16,121

Maximo | 28,138 | 35,505 | 28,138 | 35,505 | 21,039 | 25,228 | 21,524 | 30,059 | 24,440 | 17,643

Rango [ 21,653 | 23,684 | 11,758 | 13,406 | 13,099 | 13,317 | 11,069 | 14,842 [ 17,955 | 5,822

Asimetria ,312 ,578 ,121 -5006 | -097 | 1,009 [ -,607 ,469 | 1,493 -,471

Curtosis | -,451 -,634 | -2,162 | -1,534 | -,481 -,600 | -827 | -066| 3,521 | -1,929
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Tabla II1.43. Prueba T de Student para los valores medios de TNF-a (pg/ml) para observar
las diferencias significativas para un mismo grupo entre el inicio y el final del ejercicio fisico.

Prueba de
TNF-a Levene para | Prueba T para la igualdad de
(pg/ml). la igualdad medias
de varianzas
F Sig. t gl | Sig.(bilateral)
Global
(a) | 1,814 | ,183 | -2,511 62 ,015
(b)
-2,511 | 59,933 ,015
Placebo
(a)| ,018| ,895| -2,545 14 ,023
(b) -2,545 | 13,980 ,023
Melatonina
(@ | 413 .,531 -,859 14 ,405
(b) -,859 | 13,588 ,405
Coenzima
(a)| ,052 | ,822| -2,245 14 ,041
(b) -2,245 | 13,354 ,042
Phlebodium
@| ,776 | ,393 | -1,086 14 ,296
(b) -1,086 | 9,813 ,303

(a)= Se han asumido varianzas iguales. (b)= No se han asumido varianzas iguales.

Tabla I11.44. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

TNF-0 | Estadistico de Levene | gll | gl2 | Sig.
Antes ,326 | 3| 28,807
Después 1,405 3| 281,262

Tabla II1.45. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos antes de la

carrera.
TNF-a Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(pg/ml). cuadratica
Inter-grupos 357,467 | 3 119,156 | 5,707 | ,004
Intra-grupos 584,607 | 28 20,879
Total 942,074 | 31
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Tabla I11.46. DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (TNF- a en plasma)
entre grupos al inicio del ejercicio fisico (antes de la carrera).

Variable D ) Diferencia de medias | Error Sig.
dependiente (I-J) tipico

TNF- a Placebo Melatonina 7,193250*% | 2,284666 | ,004

(pg/ml). Coenzima 4,945750*% | 2,284666 | ,039

Phlebodium 8,890375* |  2,284666 | ,001

Melatonina | Placebo -7,193250% | 2,284666 | ,004

Coenzima -2,247500 | 2,284666 | ,334

Phlebodium 1,697125 | 2,284666 | ,464

DMS Coenzima | Placebo -4,945750*% | 2,284666 | ,039

Melatonina 2,247500 | 2,284666 | ,334

Phlebodium 3,944625 | 2,284666 | ,095

Phlebodium | Placebo -8,890375* | 2,284666 | ,001

Melatonina -1,697125 | 2,284666 | ,464

Coenzima -3,944625 | 2,284666 | ,095

Tabla I11.47. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos después de la

carrera.
TNF-a Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(pg/ml). cuadratica

Inter-grupos 817,361 | 3 272,454 | 13,761 | ,000

Intra-grupos 554,360 | 28 19,799

Total 1371,720 | 31

Tabla II1.48. DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (TNF-a en plasma)
entre grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Variable )] J) Diferencia de medias | Error tipico | Sig.
dependiente (I-))

TNF-a Placebo Melatonina 11,429500%* 2,224779 | ,000
(pg/ml). Coenzima 6,302250* 2,224779 | ,008
Phlebodium 12,898500* 2,224779 | ,000
Melatonina | Placebo -11,429500%* 2,224779 | ,000
Coenzima -5,127250%* 2,224779 | ,029
Phlebodium 1,469000 2,224779 | ,514
DMS Coenzima | Placebo -6,302250%* 2,224779 | ,008
Melatonina 5,127250%* 2,224779 | ,029
Phlebodium 6,596250* 2,224779 | ,006
Phlebodium | Placebo -12,898500* 2,224779 | ,000
Melatonina -1,469000 2,224779 | ,514
Coenzima -6,596250* 2,224779 | ,006

M® Carmen Garcia Morales 210




Tesis Doctoral

RESULTADOS

Tabla I11.49. t de Dunnett. Comparaciones multiples de una variable (TNF-a en plasma) entre
grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

TNF-a
(pg/ml).

t de Dunnett
(bilateral)®

D J) Diferencia de medias | Error Sig.
(I-)) tipico
Melatonina | Placebo -11,429500* | 2,224779 | ,000
Coenzima | Placebo -6,302250*% | 2,224779 | ,023
Phlebodium | Placebo -12,898500* | 2,224779 | ,000

Tabla II1.50. Descriptivos. Valores de receptor antagonista de Interleukina-1 en

plasma (pg/ml) antes y después del ejercicio.

I-1_ra Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium
(pg/ml) | Antes Desp. Antes Desp. Antes Desp. Antes Desp. Antes | Desp.
N 32 32 8 8 8 8 8 8 8 8
Media | 36,367 | 405,884 | 37,987 | 364,73 | 36,054 | 542,84 | 33,747 318,34 | 37,679 397,62
Error 2,097 | 27,421 | 42313 | 47,274 5,053 | 58,760 4,566 47,503 | 3,470 36,743
tipico
Desv. tip. | 11,867 | 155,121 | 11,967 | 133,712 | 14,293 | 166,19 | 12916 | 134,359 | 9,815 | 103,927
Varianza | 140,828 | 24062,6 | 143,233 | 1787,91 | 204,317 | 27621,9 | 166,842 | 18052,60 | 96,351 | 10800,96
Minimo | 18,890 | 106,440 | 23,529 | 106,440 | 21,984 | 336,310 | 18,890 | 189,440 | 19,924 | 267,620
Mediana | 36,660 | 405,105 | 35,907 | 386,471 | 31,701 | 518,360 | 33,569 | 301,425 | 40,264 | 381,158
Maéximo | 68,414 | 756,740 | 59,062 | 549,790 | 68,414 | 756,740 | 52,882 | 564,200 | 47,732 | 548,660
Rango | 49,524 | 650,300 | 35,533 | 443,350 | 46,430 | 420,430 | 33,992 | 374,760 | 27,808 | 281,040
Asimetria ,603 452 ,617 -,888 1,956 ,190 ,187 771 | -1,067 ,387
Curtosis ,319 ,140 -,346 1,337 4,501 -1,956 -1,605 -,200 ,075 -1,283
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Tabla II1.51. Prueba T de Student para los valores medios de IL-1_ra (pg/ml) para observar
las diferencias significativas para un mismo grupo entre el inicio y el final del ejercicio fisico.

Prueba de
IL-1 ra Levene para Prueba T para la igualdad de
(pg/ml) la igualdad de medias
varianzas
F| Sig. t gl | Sig.(bilateral)
Global
(a) | 34,536 | ,000 | -13,436 62 ,000
(b)
-13,436 | 31,363 ,000
Placebo
(a) 7,324 | ,017 -6,884 14 ,000
(b) -6,884 | 7,112 ,000
Melatonina
(a)| 50,420 ,000 -8,593 14 ,000
(b) -8,593 | 7,104 ,000
Coenzima
(@) | 21,688 | ,000 -5,964 14 ,000
(b) -5,964 | 7,129 ,001
Phlebodium
(a) | 20,462 | ,000 | -9,753 14 ,000
(b) -9,753 | 7,125 ,000

(a)= Se han asumido varianzas iguales.(b)= No se han asumido varianzas iguales.

Tabla II1.52. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

IL-1 ra | Estadistico de Levene | gll | g2 | Sig.
Antes ,301 3 | 28 |,824
Después 1,408 3 |28 ].,261

Tabla II1.53. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al inicio del
ejercicio (antes de la carrera).

IL-1ra Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(pg/ml). cuadratica
Inter-grupos 90,476 | 3 30,159 | ,198 | ,897
Intra-grupos 4275,202 | 28 152,686
Total 4365,678 | 31
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Tabla I11.54. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al final del
ejercicio (después de la carrera).

IL_1ra | Sumade cuadrados | gl | Media F Sig.
(pg/ml). cuadratica
Inter-grupos 225461,440 | 3| 75153,813 | 4,043 | ,017
Intra-grupos 520481,093 | 28 | 18588,610
Total 745942,533 | 31

Tabla II1.55. DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (receptor
antagonista de la IL-1 en plasma) entre grupos al final del ejercicio fisico (después de la

carrera).
Variable D ) Diferencia de medias | Error tipico | Sig.
dependiente (I-))
IL-1 ra | Placebo Melatonina -178,108393* | 68,170027 | ,014
(pg/ml). Coenzima 46,391607 | 68,170027 | ,502
Phlebodium -32,890268 | 68,170027 | ,633
Melatonina | Placebo 178,108393* | 68,170027 | ,014
Coenzima 224,500000* | 68,170027 | ,003
Phlebodium 145,218125* | 68,170027 | ,042
DMS Coenzima | Placebo -46,391607 | 68,170027 | ,502
Melatonina -224,500000* | 68,170027 | ,003
Phlebodium -79,281875 | 68,170027 | ,255
Phlebodium | Placebo 32,890268 | 68,170027 | ,633
Melatonina -145,218125* | 68,170027 | ,042
Coenzima 79,281875 | 68,170027 | ,255

Tabla I11.56. t de Dunnett. Comparaciones multiples de una variable (receptor antagonista de
la IL_1 en plasma) entre grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

IL-1 _ra D ) Diferencia de medias | Error Sig.
(pg/ml). (1-)) tipico

Melatonina | Placebo 178,108393* | 68,170027 | ,037

t de Dunnett Coenzima | Placebo -46,391607 | 68,170027 | ,836

(bilateral)® Phlebodium | Placebo 32,890268 | 68,170027 | ,931
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Tabla II1.57. Descriptivos. Valores del receptor soluble II del TNF-a en plasma
(ng/ml) antes y después del ejercicio.

STNF-a_rII Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium
Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp
N 32 32 8 8 8 8 8 8 8 8

Media | 4,717 | 5,385 ] 3,654 | 4,148 [ 4,985 | 6,100 | 5,306 | 5,074 | 4,923 | 6,219

Error tipico | ,202 ,205 | 381 ,205 ,168 291 1 533 | 376 | ,206 273

Desv. tip. | 1,147 | 1,162 | 1,077 ,580 477 ,824 1 1,508 | 1,063 [ ,583 173

Varianza | 1,316 | 1,351 [ 1,162 ,337 ,228 ,679 1 2,277 | 1,132,341 ,599

Minimo | 2,100 | 3,416 | 2,100 | 3,416 [ 4,320 | 5,051 | 3,540 | 3,736 | 4,281 | 5,147

Mediana | 4,714 | 5,367 | 3,777 | 4,137 [ 5,032 | 6,079 | 4,906 | 4,902 | 4,730 | 6,204

Maéximo | 7,647 | 7,186 | 5,211 | 4,955 | 5,564 | 7,186 | 7,647 | 6,910 | 5,890 | 7,134

Rango [ 5,547 | 3,770 | 3,111 | 1,539 | 1,244 | 2,135 4,107 | 3,174 [ 1,609 | 1,987

Asimetria [ ,225 ,008 | -,104 176 | -,224 ,206 | 690 | 488 | ,948 | -,077

Curtosis | 1,477 | -1,058 | -,872 | -1,096 | -1,688 | -1,554 | -923 | -379 | -,473 | -1,938

Tabla I11.58. Prueba T de Student para los valores medios de TNF- rIl (ng/ml) para
observar las diferencias significativas para un mismo grupo entre el inicio y el final del ejercicio

fisico.
Prueba de
TNF-rlI Levene para | Prueba T para la igualdad de
(ng/ml) la igualdad medias
de varianzas
F Sig. t gl | Sig.(bilateral)
Global
(a| ,683 | 412 -2,315 62 ,024
(b) -2,315 | 61,989 ,024
Placebo
(a)| 2295 ,152| -1,143 14 ,272
(b) -1,143 | 10,745 ,278
Melatonina
(a)| 3,774 | ,072| -3,311 14 ,005
(b) -3,311 | 11,225 ,007
Coenzima
(@ | 1,272 | ,278 ,356 14 , 727
(b) ,356 | 12,580 , 728
Phlebodium
(a)| 2,168 | ,163 | -3,781 14 ,002
(b) -3,781 | 13,020 ,002

(a)= Se han asumido varianzas iguales. (b)= No se han asumido varianzas iguales.
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Tabla II1.59. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

TNF-0 _rll | Estadistico de Levene | gll | gl2 | Sig.
Antes 4,198 3| 281,014
Después 1,223 | 3] 28,320

Tabla II1.60. Welch. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al inicio del
ejercicio (antes de la carrera), pero sin asumir igualdad de varianzas entre los grupos.

TNF-a _rII | Estadistico® | gll | g2 Sig.
(ng/ml).

Welch 3,466 | 3| 14,661 | ,044

Brown-Forsythe 4236 | 316,776 | ,021

a.Distribuidos en F asintoticamente.

Tabla I11.61. DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (TNF- o_rll en
plasma) entre grupos al inicio del ejercicio fisico (antes de la carrera).

Variable 1)) ) Diferencia de | Error Sig.
dependiente medias (I-J) tipico

TNF- a_rII Placebo Melatonina -1,330857* ,500489 | ,013

(ng/ml). Coenzima -1,652482%* ,500489 | ,003

Phlebodium -1,269107* ,500489 | ,017

Melatonina | Placebo 1,330857* ,500489 | ,013

Coenzima -,321625 ,500489 | ,526

Phlebodium ,061750 ,500489 | ,903

DMS Coenzima | Placebo 1,652482* ,500489 | ,003

Melatonina , 321625 ,500489 | ,526

Phlebodium ,383375 , 500489 | ,450

Phlebodium | Placebo 1,269107* ,500489 | ,017

Melatonina -,061750 ,500489 | ,903

Coenzima -,383375 , 500489 | ,450

Tabla II1.62. t de Dunnett. Comparaciones multiples de una variable (TNF-a _rll en plasma)
entre grupos al inicio del ejercicio fisico (antes de la carrera).

TNF-a_rII @D ) Diferencia de medias | Error Sig.
(ng/ml). (I-)) tipico

Melatonina | Placebo 1,330857* ,500489 | ,034

t de Dunnett Coenzima Placebo 1,652482%* ,500489 | ,007

(bilateral)® Phlebodium | Placebo 1,269107* | ,500489 | ,045

Tabla II1.63. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al final del
ejercicio fisico (después de la carrera).

TNF-a _rllI | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(ng/ml). cuadratica

Inter-grupos 22,659 | 3 7,553 | 10,999 | ,000

Intra-grupos 19,228 | 28 ,687

Total 41,887 | 31
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Tabla I11.64. DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (receptor soluble 11
del TNF-a en plasma) entre grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Variable D ) Diferencia de medias | Error tipico | Sig.
dependiente (I-))

TNF-a_rII | Placebo Melatonina -1,951500%* ,414343 | ,000

(ng/ml). Coenzima -,925625% ,414343 | ,034

Phlebodium -2,070500* ,414343 | ,000

Melatonina | Placebo 1,951500%* ,414343 | ,000

Coenzima 1,025875%* ,414343 | ,020

Phlebodium -,119000 414343 | 776

DMS Coenzima | Placebo ,925625% 414343 | 034

Melatonina -1,025875%* ,414343 | ,020

Phlebodium -1,144875%* ,414343 | ,010

Phlebodium | Placebo 2,070500%* ,414343 | ,000

Melatonina ,119000 414343 | 776

Coenzima 1,144875%* 414343 | ,010

Tabla I11.65. t de Dunnett. Comparaciones multiples de una variable (TNF-a _rll en plasma)
entre grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

TNF-o_rlI q)) J) Diferencia de medias | Error Sig.
(ng/ml). (I-)) tipico

Melatonina | Placebo 1,951500%* ,414343 | ,000

t de Dunnett Coenzima | Placebo ,925625 414343 | ,085

(bilateral)® Phlebodium | Placebo 2,070500* | 414343 | ,000

Tabla II1.66. Descriptivos. Valores de Viscosidad plasméatica (mpascal) antes y
después del ejercicio.

Viscosidad Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium
(mpascal) | Antes | Desp. Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp
N 32 | 32(29 v) 8 8 8| 8(7v) 81 8(7v) 8 | 8(7v)
Media | 1,199 1,068 | 1,195 | 1,081 | 1,179 | 1,105 ] 1,215 | 1,039 | 1,209 | 1,044
Error tipico | ,008 ,017 | ,008 ,045 1,009 ,032 ,030 ,036 | ,011 ,023
Desv. tip. | ,049 ,096 | ,024 127 1,026 ,086 ,087 ,095 1 ,031 ,063
Varianza | ,002 ,009 | ,001 016 | ,001 ,007 ,008 ,009 | ,001 ,004
Minimo | 1,031 917 | 1,173 917 | 1,135 977 |1 1,031 941 | 1,175 ,954
Mediana | 1,193 1,050 | 1,186 | 1,125 | 1,177 | 1,142 | 1,229 | 1,018 | 1,197 | 1,043
Maximo | 1,323 1,235 1,241 | 1,235 1,229 | 1,183 | 1,323 | 1,168 | 1,273 | 1,166
Rango | ,292 318 1,069 , 3181 1,093 ,206 ,292 ,228 | 1,098 ,213
Asimetria | -,613 013 ] 1,255 | -330 [ ,322| -563 | -1,375 31501 1,222 | ,949
Curtosis | 4,131 -1,369 | ,698 | -1,939 | 1,556 | -1,773 | 2,764 | -2,109 | 1,310 | 3,024
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Tabla I11.67. Prueba T de Student para los valores medios de viscosidad plasmatica (mpascal)
para observar las diferencias significativas para un mismo grupo entre el inicio y el final del

ejercicio fisico.

Prueba de
Viscosidad Levene para | Prueba T para la igualdad de
(mpascal) | laigualdad de medias
varianzas
F Sig. t gl | Sig.(bilatera
)
Global
(a) | 24,606 ,000 | 6,827 59 ,000
(b)
6,632 | 41,003 ,000
Placebo
(a)| 26,105| ,000| 2,470 14 ,027
(b) 2,470 | 7,496 ,041
Melatonina
(a)| 20,526 | ,001 | 2,330 13 ,037
(b) 2,195 | 7,017 ,064
Coenzima
(a) ,782 | ,393 | 3,722 13 ,003
(b) 3,699 | 12,356 ,003
Phlebodium
(a) 377 ,550 | 6,513 13 ,000
(b) 6,239 | 8,591 ,000

(a)= Se han asumido varianzas iguales. (b)= No se han asumido varianzas iguales.

Tabla II1.68. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

Viscosidad | Estadistico de Levene | gll | gl2 | Sig.
Antes 2,836 | 3] 28,056
Después 3,943 31 251,020

Tabla I11.69. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al inicio del

ejercicio (antes de la carrera).

Viscosidad | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(mpascal). cuadratica
Inter-grupos 006 | 3 ,002 | ,827 | ,490
Intra-grupos ,070 | 28 ,002

Total

,076 | 31
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Tabla I11.70. Welch. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al final del
ejercicio (después de la carrera), pero sin asumir igualdad de varianzas entre los grupos.

Viscosidad Estadistico® | gll | gl2 Sig.
(mpascal)
Welch ,859 | 313,655 | ,486
Brown-Forsythe , 744 321,616 |,537

a.Distribuidos en F asintoticamente.

RESULTADOS

Tabla II1.71. Descriptivos. Valores de Melatonina en plasma (pg/ml) antes y después
del ejercicio.

Melatonina Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium

(pg/ml) Antes Desp. | Antes Desp. Antes Desp. | Antes Desp. | Antes Desp
N 32 32 8 8 8 8 8 8 8 8
Media | 309,954 | 19,100 45,677 ,281 | 1068,242 | 74,23 62,906 787 62,991 1,097
Error tipico 90,183 | 5,853 9,467 ,103 185,309 | 5,265 7,493 ,180 5,890 ,345
Desv. tip. | 510,156 | 33,112 26,777 293 | 524,133 | 1489 | 21,193 | 511 16,660 978
Varianza | 260259,9 | 1096,4 | 717,045 ,086 | 274716,3 | 221,7 | 449,169 ,262 | 277,587 957
Minimo 20,230 ,010 20,230 ,010 532,600 | 56,87 36,540 ,450 38,430 ,200
Mediana | 66,760 675 37,070 166 | 865,705 | 7528 | 60,475 | ,600 | 63,045 675
Miéximo | 1897,53 | 91,97 99,320 ,730 | 1897,530 | 91,97 94,690 | 1,990 82,560 3,040
Rango | 1877,30 | 91,96 79,090 ,720 | 1364,930 | 35,10 58,150 | 1,540 44,130 2,840
Asimetria 2,079 | 1,371 1,277 ,677 , 738 | -,068 ,208 | 2,319 -,210 1,342
Curtosis 3,558 ,110 1,268 | -1,466 -1,196 | -2,20 -,897 | 5,744 -1,423 1,151
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Tabla I11.72. Prueba T de Student para los valores medios de melatonina plasmatica (pg/ml)
para observar las diferencias significativas para un mismo grupo entre el inicio y el final del
gjercicio fisico.

Prueba de
Melatonina | Levene para Prueba T para la igualdad de
(pg/ml) la igualdad de medias
varianzas
F| Sig. t gl | Sig.(bilateral)
Global
(a) 35,25 | ,000 | 3,218 62 ,002
(b)
3,218 31,261 ,003
Placebo
(a)| 14,196 | ,002 | 4,795 14 ,000
(b) 4,795 7,002 ,002
Melatonina
(a) | 28,042 | ,000 | 5,362 14 ,000
(b) 5,362 7,011 ,001
Coenzima
(a) | 13,721 | ,002 | 8,288 14 ,000
(b) 8,288 7,008 ,000
Phlebodium
(a) | 22,803 | ,000 | 10,489 14 ,000
(b) 10,489 7,048 ,000

(a)= Se han asumido varianzas iguales. (b)=No se han asumido varianzas iguales.

Tabla I11.73. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

Melatonina | Estadistico de Levene | gll | gl2 | Sig.
Antes 27,342 | 3| 28,000
Después 52,115 3| 28,000

Tabla I11.74. Welch. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al inicio del
ejercicio (antes de la carrera), pero sin asumir igualdad de varianzas entre los grupos.

Melatonina | Estadistico® | gll | gl2 Sig.
(pg/ml)

Welch 9,871 3 114,702 | ,001

Brown-Forsythe 29,620 3| 7,074,000

a.Distribuidos en F asintéticamente.
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DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (melatonina) entre
grupos al inicio del ejercicio fisico (antes de la carrera).

Variable D J) Diferencia de medias | Error tipico | Sig.
dependiente (I-))

Melatonina | Placebo Melatonina -1022,565375* | 131,377365 | ,000

(pg/ml). Coenzima -17,228875 | 131,377365 | ,897

Phlebodium -17,313875 | 131,377365 | ,896

Melatonina | Placebo 1022,565375* | 131,377365 | ,000

Coenzima 1005,336500* | 131,377365 | ,000

Phlebodium 1005,251500* | 131,377365 | ,000

DMS Coenzima | Placebo 17,228875 | 131,377365 | ,897

Melatonina -1005,336500* | 131,377365 | ,000

Phlebodium -,085000 | 131,377365 | ,999

Phlebodium | Placebo 17,313875 | 131,377365 | ,896

Melatonina -1005,251500* | 131,377365 | ,000

Coenzima ,085000 | 131,377365 | ,999

Tabla I11.76. t de Dunnett. Comparaciones multiples de una variable (melatonina) entre grupos
al inicio del ejercicio fisico (antes de la carrera).

Melatonina (D J) Diferencia de | Error tipico | Sig.
(pg/ml). medias (I-J)

Melatonina | Placebo 1022,565375* | 131,377365 | ,000

t de Dunnett Coenzima | Placebo 17,228875 | 131,377365 | ,998

(bilateral)® Phlebodium | Placebo 17,313875 | 131,377365 | ,998

Tabla II1.77. Welch. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al final del
ejercicio (después de la carrera), pero sin asumir igualdad de varianzas entre los grupos.

M® Carmen Garcia Morales

Melatonina | Estadistico® | gll | gl2 Sig.
(pg/ml).

Welch 62,568 | 313,706 | ,000

Brown-Forsythe 193,833 31 7,082,000

a.Distribuidos en F asintoticamente.
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Tabla II1.78. DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (melatonina) entre
grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Variable D J) Diferencia de medias | Error tipico | Sig.
dependiente (I-))

Melatonina | Placebo Melatonina -73,954750* 3,733881 | ,000

(pg/ml). Coenzima -,506000 3,733881 | ,893

Phlebodium -,816000 3,733881 | ,829

Melatonina | Placebo 73,954750* 3,733881 | ,000

Coenzima 73,448750* 3,733881 | ,000

Phlebodium 73,138750* 3,733881 | ,000

DMS Coenzima | Placebo ,506000 3,733881 | ,893

Melatonina -73,448750* 3,733881 | ,000

Phlebodium -,310000 3,733881 | ,934

Phlebodium | Placebo ,816000 3,733881 | ,829

Melatonina -73,138750* 3,733881 | ,000

Coenzima -,310000 3,733881 | ,934

Tabla I11.79. t de Dunnett. Comparaciones multiples de una variable (melatonina) entre grupos
al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Melatonina D ) Diferencia de medias | Error Sig.
(pg/ml). (1-J) tipico

Melatonina | Placebo 73,954750* | 3,733881 | ,000

t de Dunnett Coenzima | Placebo ,506000 | 3,733881 | ,998

(bilateral) Phlebodium | Placebo ,816000 | 3,733881 | ,993

Tabla II1.80.Descriptivos. Valores de capacidad antioxidativa en plasma (nmol/mg)
antes y después del ejercicio.

Cap_anti Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium
(nmol/mg) Antes Desp. Antes Desp. Antes Desp. Antes Desp. Antes Desp
N 32 32 8 8 8 8 8 8 8 8
Media | 15,062 | 16,134 | 13,668 | 14,179 [ 15,062 | 16,896 | 15,807 | 17,111 [ 15,690 | 16,351
Errortipico ,262 ,278 ,252 ,385 A77 ,379 ,529 ,327 ,492 ,445
Desv. tip. 1,484 1,573 ,714 1,090 1,351 1,073 1,497 925 1,393 1,259
Varianza 2,205 2,475 511 1,190 1,827 1,152 2,243 ,857 1,941 1,586
Minimo | 12,944 | 12,241 | 12,944 | 12,241 | 13,052 | 15,522 | 13,554 | 15,291 | 13,288 | 14,372
Mediana | 15,061 | 16,347 [ 13,622 | 14,251 | 15,192 | 16,934 | 15,666 | 17,201 | 15,503 | 16,339
Maéximo | 17,845 | 19,166 | 14,931 | 15,687 [ 17,040 | 19,166 | 17,845 | 18,249 [ 17,620 | 18,762
Rango 4,901 6,924 1,987 3,446 3,988 3,643 4,291 2,958 4,333 4,390
Asimetria ,266 -,423 ,871 -,619 -,045 1,301 -,089 -,857 -,337 ,557
Curtosis | -1,041 ,192 -,311 ,249 -, 741 2,995 | -1,165 1,534 -,166 1,860
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Tabla I11.81. Prueba T de Student para los valores medios de capacidad antioxidativa en
plasma (nmol/mg) para observar las diferencias significativas para un mismo grupo entre el
inicio y el final del ejercicio fisico.

Prueba de
Cap_anti Levene para | Prueba T para la igualdad de
(nmol/mg) | laigualdad medias
de varianzas
F Sig. t gl | Sig.(bilateral)
Global
(a)| ,008 | ,930| -2,805 62 ,007
(b)
-2,805 | 61,794 ,007
Placebo
(@ | ,791 ,389 | -1,066 14 ,305
(b) -1,066 | 12,074 ,307
Melatonina
@@ | ,774 | .,394 | -3,007 14 ,009
(b) -3,007 | 13,316 ,010
Coenzima
(a) | 2,364 | ,146| -2,095 14 ,055
(b) -2,095 | 11,670 ,059
Phlebodium
(@ | ,276 | ,607 | -995 14 ,336
(b) -,995 | 13,860 ,337

(a)= Se han asumido varianzas iguales. (b)= No se han asumido varianzas iguales.

Tabla II1.82. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

Capacidad antioxidativa | Estadistico de Levene | gll | gl2 | Sig.
Antes 1,304 | 3| 28,293
Después ,122 3| 281,946

Tabla I11.83. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al inicio del
ejercicio fisico (antes de la carrera).

Capacidad antioxidativa | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(nmol/mg). cuadratica

Inter-grupos 22,700 | 3 7,567 | 4,641 | ,009

Intra-grupos 45,650 | 28 1,630

Total 68,349 | 31
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Tabla I11.84. DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (capacidad
antioxidativa en plasma) entre grupos al inicio del ejercicio fisico (antes de la carrera).

Variable D ) Diferencia de medias | Error tipico | Sig.
dependiente (I-))

Cap_anti | Placebo Melatonina -1,373952%* ,638426 | ,040

(nmol/mg). Coenzima -2,119129%* ,638426 | ,003

Phlebodium -2,001977* ,638426 | ,004

Melatonina | Placebo 1,373952* ,638426 | ,040

Coenzima -, 745177 ,638426 | ,253

Phlebodium -,628024 ,638426 | ,334

DMS Coenzima | Placebo 2,119129* ,638426 | ,003

Melatonina , 745177 ,638426 | ,253

Phlebodium ,117153 ,638426 | ,856

Phlebodium | Placebo 2,001977* ,638426 | ,004

Melatonina ,628024 ,638426 | ,334

Coenzima -, 117153 ,638426 | ,856

Tabla II1.85. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al final del ejercicio
fisico (después de la carrera).

Capacidad antioxidativa | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(nmol/mg). cuadratica

Inter-grupos 43,239 | 3 14,413 | 12,048 | ,000

Intra-grupos 33,497 | 28 1,196

Total 76,736 | 31

Tabla II1.86. DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (capacidad
antioxidativa en plasma) entre grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Variable ) ) Diferencia de medias | Error tipico | Sig.
dependiente (I-))

Cap_anti | Placebo Melatonina -2,717502%* , 546886 | ,000
(nmol/mg). Coenzima -2,931948%* ,546886 | ,000
Phlebodium -2,171807* ,546886 | ,000
Melatonina | Placebo 2,717502%* ,546886 | ,000
Coenzima -,214446 ,546886 | ,698
Phlebodium ,545694 ,546886 | ,327
DMS Coenzima | Placebo 2,931948* ,546886 | ,000
Melatonina ,214446 , 546886 | ,698
Phlebodium ,760140 , 546886 | ,175
Phlebodium | Placebo 2,171807* ,546886 | ,000
Melatonina -,545694 , 546886 | ,327
Coenzima -, 760140 ,546886 | ,175
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Tabla II1.87. t de Dunnett. Comparaciones multiples de una variable (capacidad antioxidativa
en plasma) entre grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Cap_anti (D ) Diferencia de medias | Error Sig.
(nmol/mg). (I-)) tipico

Melatonina | Placebo 2,717502%* ,546886 | ,000

t de Dunnett Coenzima | Placebo 2,931948* ,546886 | ,000

(bilateral)® Phlebodium | Placebo 2,171807* ,546886 | ,001

Tabla II1.88. Descriptivos. Valores de proteinas citosol de eritrocito (mg/ml) antes y
después del ejercicio.

Prot_cit Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium

(mg/ml) Antes Desp. | Antes | Desp. [ Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp.
N [3231v) 32 8(7v) 8 8 8 8 8 8 8
Media | 20,617 | 16,114 | 22,020 | 13,886 | 19,468 | 16,017 | 20,214 | 13,614 | 20,941 | 20,941
Errortipico ,608 ,895 ,280 | 1,880 | 1,292 | 1,424 1,039 918 | 1,695 | 1,695
Desv. tip. 3,390 | 5,068 743 | 5,319 3,654 | 4,029 | 2941 | 2,599 | 4,796 | 4,796
Varianza | 11,496 | 25,687 ,553 128,299 | 13,358 | 16,237 | 8,651 | 6,756 [ 23,004 | 23,004
Minimo | 12,509 | 8,535 | 20,987 | 8,535 [ 12,509 | 11,083 | 14,949 | 10,967 | 13,329 | 13,329
Mediana | 21,088 | 14,309 | 22,020 | 12,445 | 20,109 | 15,592 ] 20,372 | 13,288 | 21,634 | 21,634
Maximo | 26,370 | 26,370 | 23,173 | 23,067 | 24,635 | 23,494 | 24,252 | 19,587 | 26,370 | 26,370
Rango | 13,861 | 17,835 | 2,187 | 14,531 | 12,127 | 12,411 | 9,303 | 8,620 | 13,041 | 13,041
Asimetria -, 721 ,593 ,038 906 | -,847 , 8911 -,635| 2,027 | -465| -465
Curtosis J17 1 -762 | -324| -463 | 1,229 437 JS11 | 5,132 | -1,192 | -1,192
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Tabla I11.89. Prueba T de Student para los valores medios de proteinas en citosol de
eritrocito (mg/ml) para observar las diferencias significativas para un mismo grupo entre el
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inicio y el final del ejercicio fisico.

Prueba de
Prot_cit Levene para | Prueba T para la igualdad de
(mg/ml) la igualdad medias
de varianzas
F Sig. t gl | Sig.(bilateral)
Global
(a)| 7,554 | ,008 | 4,131 61 ,000
(b)
4,131 | 54,287 ,000
Placebo
(a) | 9,707 | ,008 | 3,993 13 ,002
(b) 4278 | 7,312 ,003
Melatonina
(a) | ,091 ,767 | 1,794 14 ,094
(b) 1,794 | 13,869 ,095
Coenzima
(@) | ,344 | .,567| 4,756 14 ,000
(b) 4,756 | 13,791 ,000
Phlebodium
(a) | ,000 | 1,000 ,000 14 1,000
(b) ,000 | 14,000 1,000

(a)= Se han asumido varianzas iguales. (b)= No se han asumido varianzas iguales.

Tabla I11.90. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

Prot cit | Estadistico de Levene | gll | gl2 | Sig.
Antes 3,430 | 3| 271,031
Después 1,746 3] 28,180

Tabla I11.91. Welch. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al final del
ejercicio (después de la carrera), pero sin asumir igualdad de varianzas entre los grupos.

Prot_cit Estadistico® | gll | gl2 Sig.
(mg/ml).
Welch 1,943 | 312,644,174
Brown-Forsythe , 783 318,585,518

a.Distribuidos en F asintoticamente.
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Tabla III. 92. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos después de la

carrera.
Prot_cit | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(mg/ml). cuadratica
Inter-grupos 276,234 | 3 92,078 | 4,957 | ,007
Intra-grupos 520,077 | 28 18,574
Total 796,311 | 31

Tabla II1.93. DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (proteinas en citosol
de eritrocito) entre grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Variable (D J) Diferencia de medias | Error tipico | Sig.
dependiente (I-))

Prot_cit | Placebo Melatonina -2,131524 2,154888 | ,331

(mg/ml). Coenzima ,272190 2,154888 | ,900

Phlebodium -7,055524%* 2,154888 | ,003

Melatonina | Placebo 2,131524 2,154888 | ,331

Coenzima 2,403714 2,154888 | ,274

DMS Phlebodium -4,924000* 2,154888 | ,030

Coenzima | Placebo -,272190 2,154888 | ,900

Melatonina -2,403714 2,154888 | ,274

Phlebodium -7,327714%* 2,154888 | ,002

Phlebodium | Placebo 7,055524%* 2,154888 | ,003

Melatonina 4,924000* 2,154888 | ,030

Coenzima 7,327714%* 2,154888 | ,002

Tabla II1.94. t de Dunnett. Comparaciones multiples de una variable (proteinas en citosol de
eritrocito) entre grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Prot_cit 1)) J) Diferencia de | Error Sig.
(mg/ml). medias (I-]) tipico

Melatonina | Placebo 2,131524 | 2,154888 | ,638

t de Dunnett Coenzima | Placebo -,272190 | 2,154888 | ,999

(bilateral)® Phlebodium | Placebo 7,055524* | 2,154888 | ,008
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Tabla I11.95. Descriptivos. Valores de proteinas membrana de eritrocito (mg/ml) antes
y después del ejercicio.

Prot_mem Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium
(mg/ml) Antes Desp. Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp
N | 32(29v) | 32(30v) [ 8(6v) 8 8(7v) | 8(v) 8 8 8 8

Media 4,098 3,738 | 4,272 | 3,197 | 3,800 | 3,858 | 4,174 | 3,592 | 4,152 | 4,403
Error tipico ,107 ,242 ,320 ,320 ,103 ,163 ,240 ,445 ,180 | 810
Desv. tip. ,581 1,329 ,784 ,906 ,273 ,431 ,679 | 1,259 ,510 | 2,143
Varianza ,338 1,768 ,615 ,822 ,075 ,186 ,462 | 1,588 ,261 | 4,595
Minimo 3,197 1,760 | 3,197 | 1,760 | 3,537 | 3,002 | 3,418 | 2,326 | 3,232 | 2,610
Mediana 4,152 3,430 [ 4,416 | 3,139 | 3,800 | 3,985 | 4,142 | 3,211 | 4,162 | 3,231
Maéximo 5,547 8,488 | 5,332 | 4917 | 4,173 | 4,312 | 5,547 | 6,142 | 4,944 | 8,488
Rango 2,350 6,728 | 2,135 | 3,157 ,636 | 1,310 | 2,128 | 3,816 | 1,713 | 5,877
Asimetria ,654 1,815 | -,190 ,527 ,603 | -1,542 ] 1,080 | 1,317 | -,386 | 1,363
Curtosis ,329 4,687 | -,868 | 1,796 | -1,451 | 2,541 | 1,799 | 1,548 ,890 | 1,303

Tabla I11.96.Prueba T de Student para los valores medios de proteinas membrana de
eritrocito (mg/ml) para observar las diferencias significativas para un mismo grupo entre el

inicio y el final del ejercicio fisico.

Prueba de
Prot mem | Levene para | Prueba T para la igualdad de
(mg/ml) la igualdad medias
de varianzas
F Sig. t gl | Sig.(bilateral)
Global
(a) | 7,103 | ,010 | 1,340 57 ,186
(b)
1,355 | 39,977 ,183
Placebo
(a) | ,001 976 | 2,322 12 ,039
(b) 2,375 | 11,673 ,036
Melatonina
(a)| ,868 | ,370 | -,303 12 , 767
(b) -,303 | 10,153 ,768
Coenzima
(a)| 1,968 | ,182| 1,149 14 ,270
(b) 1,149 | 10,755 ,275
Phlebodium
(a) | 9,568 | ,009 | -322 13 , 753
(b) -,302 | 6,597 772

(a)= Se han asumido varianzas iguales.(b)= No se han asumido varianzas iguales.

M® Carmen Garcia Morales

227




Tesis Doctoral

Tabla I11.97. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

Prot mem | Estadistico de Levene | gll | gl2 | Sig.
Antes 1,376 3 125,273
Después 4,044 3 26 |,017

RESULTADOS

Tabla II1.98.ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al inicio del
ejercicio fisico (antes de la carrera).

Prot mem | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(mg/ml). cuadratica

Inter-grupos ,874 3 ,291 ,849 | ,480

Intra-grupos 8,580 25 ,343

Total 9,455 28

Tabla I11.99. Welch. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al final del

ejercicio (después de la carrera), pero sin asumir igualdad de varianzas entre los grupos.

Prot_ memb | Estadistico® | gl1 | gl2 Sig.
(mg/ml).

Welch 1,261 | 3| 12,955|,328

Brown-Forsythe 1,051 312,736 | ,404

a.Distribuidos en F asintoticamente

Tabla II1.100. Descriptivos. Valores de Hemoglobina en citosol de eritrocito (mg/ml)
antes y después del ejercicio.

Hemog_ci Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium

(mg/ml) [ Antes Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp
N [3231v) 32 8(7v) 8 8 8 8 8 8 8
Media | 24,304 | 15,910 | 24,423 | 16,318 | 23,790 | 17,413 | 23,575 | 16,468 | 25,443 | 13,441
Error tipico ,5932 ,735 ,0659 | 2,207 1,022 | 1,329 1,101 ,995 | 1,349 ,822
Desv. tip. 2,963 | 4,157 1,743 | 6,244 | 2,890 | 3,759 | 3,115 | 2816 | 3,817 | 2,325
Varianza 8,784 | 17,288 [ 3,040 | 38,996 | 8,357 | 14,131 | 9,704 | 7,931 ] 14,572 | 5,408
Minimo | 19,238 | 11,423 | 21,794 | 11,423 [ 19,840 | 12,625 | 19,539 | 13,527 | 19,238 | 11,423
Mediana | 24,198 | 15,538 | 24,423 | 14,053 | 23,844 | 16,898 | 23,586 | 15,781 | 25,422 | 13,033
Maximo | 31,112 | 29,459 | 26,904 | 29,459 | 27,655 | 23,146 | 30,060 | 22,846 | 31,112 | 18,337
Rango | 11,874 | 18,036 | 5,110 | 18,036 | 7,816 | 10,521 ]10,521 | 9,319 | 11,874 | 6,914
Asimetria , 366 | 1,475 -,047| 1,619 ,201 664 1,159 | 1934 | -223| 1,488
Curtosis -,082 | 2,481 | -623| 2293 | -1,155| -607| 2,743 | 4,583 | -,133 | 2,380
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Tabla II1.101.Prueba T de Student para los valores medios de hemoglobina en citosol de
eritrocito (mg/ml) para observar las diferencias significativas para un mismo grupo entre el
inicio y el final del ejercicio fisico.

Prueba de
Hemog ci | Levene para | Prueba T para la igualdad de
(mg/ml) la igualdad medias
de varianzas
F Sig. t gl | Sig.(bilateral)
Global
(a) | 1,626 | ,207 | 9,201 61 ,000
(b)
9,250 | 56,099 ,000
Placebo
(a) | 4,350 | ,057 | 3,309 13 ,006
(b) 3,518 | 8,227 ,008
Melatonina
(@ | ,293| ,597| 3,804 14 ,002
(b) 3,804 | 13,134 ,002
Coenzima
(a | ,016 | .,901 | 4,787 14 ,000
(b) 4,787 | 13,860 ,000
Phlebodium
@@ | 973 | .,341| 7,595 14 ,000
(b) 7,595 | 11,567 ,000

(a)= Se han asumido varianzas iguales. (b)=No se han asumido varianzas iguales.

Tabla I11.102. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

Hemog ci | Estadistico de Levene | gll | gl2 | Sig.

Antes ,570 3| 271,639
Después 2,071 3| 281,127
Tabla I11.103. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos antes de la
carrera.
Hemog_ci | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(mg/ml). cuadratica
Inter-grupos 16,846 | 3 5,615,615 ,611
Intra-grupos 246,668 | 27 9,136
Total 263,514 | 30

M® Carmen Garcia Morales 229




Tesis Doctoral RESULTADOS

Tabla II1.104. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos después de la

carrera.

Hemog ci | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(mg/ml). cuadratica

Inter-grupos 70,673 | 3 23,558 | 1,418 | ,258

Intra-grupos 465,269 | 28 16,617

Total 535,943 | 31

Tabla II1.105. Descriptivos. Valores de hidroper6éxidos en membrana de eritrocito
basales (nmol/mg) antes y después del ejercicio.

Hidr_bas Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium
(nmol/mg) Antes Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. [ Antes | Desp.
N [ 32(29v) | 32(30v) | 8(6v) 8 8(7v) | 8(v) 8 8 8 8(7v)

Media 7,946 | 10,696 | 8,745 | 11,362 | 8,153 | 10,784 | 7,144 | 9,595 [ 7,966 | 11,105

Error tipico 312 ,328 ,530 77 ,602 440 | 494 ,382 ,763 ,836

Desv. tip. 1,682 1,800 | 1,298 | 2,199 | 1,593 | 1,165 1,399 | 1,081 | 2,158 | 2211

Varianza 2,831 3243 | 1,686 | 4,839 | 2,540 | 1,358 [ 1,958 | 1,170 | 4,658 | 4,892

Minimo 4,704 7,296 | 7,117 | 8994 | 5,240 | 8,744 [ 4,704 | 7,296 [ 5,598 | 8815

Mediana 7,742 | 10,494 | 9,002 | 10912 | 8,636 | 11,317 [ 7,413 | 9,887 [ 7,742 | 10,155

Maximo | 11,854 | 16,509 | 10,245 | 16,509 [ 10,066 | 11,943 | 8,904 | 10,642 | 11,854 | 15,160

Rango 7,149 9,214 [ 3,128 | 7,516 | 4,826 | 3,199 [ 4,200 | 3,346 [ 6,256 | 6,345

Asimetria ,136 1,467 =314 | 2,180 | -1,044 | -912 | -714 | -1,559 ,943 1,198

Curtosis -,132 3,735 -2,009 | 5852 ] 1,008 | -,158 ( -,082 | 2,637 ,052 , 758
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Tabla I11.106.Prueba T de Student para los valores medios de hidroperéxidos en membrana
de eritrocito basales (nmol/mg) para observar las diferencias significativas para un mismo
grupo entre el inicio y el final del ejercicio fisico.

Prueba de
Hidr_bas Levene para Prueba T para la igualdad de
(nmol/mg) | laigualdad de medias
varianzas
F Sig. t gl Sig.(bilateral)
Global
(a)| ,151 ,699 | -6,056 57 ,000
(b)
-6,064 | 56,937 ,000
Placebo
(a)| ,083 ,778 | -2,580 12 ,024
(b) -2,780 | 11,531 ,017
Melatonina
(@) | ,250 ,626 | -3,525 12 ,004
(b) -3,525 | 10,989 ,005
Coenzima
(a) | .,484 ,498 | -3,919 14 ,002
(b) -3,919 | 13,165 ,002
Phlebodium
(a) | ,023 ,882 | -2,778 13 ,016
(b) -2,773 | 12,641 ,016

(a)= Se han asumido varianzas iguales. (b)= No se han asumido varianzas iguales.

Tabla I11.107. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

Hidr bas | Estadistico de Levene | gll | gl2 | Sig.
Antes ,482 3 25 |,698
Después | ,853 3 126|478

Tabla II1.108. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al inicio del
ejercicio fisico (antes de la carrera).

Hidr_bas | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(nmol/mg). cuadratica
Inter-grupos 9,284 | 3 3,095 | 1,106 | ,365
Intra-grupos 69,984 | 25 2,799
Total 79,268 | 28
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Tabla I11.109. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al final del

ejercicio fisico (después de la carrera).

Hidr_bas | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(nmol/mg). cuadratica
Inter-grupos 14473 | 3 4,824 | 1,576 | ,219
Intra-grupos 79,565 | 26 3,060
Total 94,037 | 29

Tabla I11.110.: Descriptivos. Valores de hidroperoxidos en membrana de eritrocito
inducidos con AAPH antes y después del ejercicio.

Hidr_ind Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium

(nmol/mg) Antes Desp. Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp
N [ 32(29v) | 32(30v) | 8(6v) 81 8(7Tv) | 8(7v) 8 8 81 8(7v)
Media | 29,803 | 29,158 | 32,296 | 32,753 | 30,251 | 28,373 | 28,419 | 27,838 | 28,927 | 27,342
Error tipico ,508 J41 1 1,344 | 1,328 ,870 | 1,161 , 763 | 1,086 742 | 1,629
Desv. tip. 2,737 4,059 | 3,294 | 3,758 | 2,304 | 3,073 | 2,159 | 3,073 | 2,099 | 4311
Varianza 7,493 | 16,480 | 10,851 | 14,124 | 5,309 | 9,449 | 4,665 | 9,445 | 4,409 | 18,586
Minimo | 25,020 | 21,058 | 28,258 | 29,671 | 26,867 | 21,879 | 25,020 | 23,471 | 25,080 | 21,058
Mediana | 29,547 | 29,860 | 32,094 | 31,190 | 30,888 | 29,547 | 28,922 | 27,849 | 29,145 | 28,654
Maéximo | 37,412 | 39,199 | 37,412 | 39,199 | 32,731 | 30,782 | 30,944 | 31,871 | 31,961 | 31,770
Rango | 12,392 | 18,141 [ 9,154 | 9,528 | 5,864 | 8,903 | 5924 | 8,400 | 6,881 | 10,711
Asimetria 472 ,122 A475 1 1,068 -,657 | -2,000 -764 | -,084 [ -575 -,541
Curtosis 1,017 854 -206 | -450] -1,077 | 4,184 -,653 | -1,762 ,789 | -1,477
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Tabla II1.111.Prueba T de Student para los valores medios de proteinas membrana de
eritrocito (mg/ml) para observar las diferencias significativas para un mismo grupo entre el
inicio y el final del ejercicio fisico.

Prueba de
Hidro_ind | Levene para | Prueba T para la igualdad de
(nmol/mg) | laigualdad medias
de varianzas
F Sig. t gl | Sig.(bilateral)
Global
(a) | 2,075 | 155 ,714 57 ,478
(b)
,719 | 51,008 ,476
Placebo
(@ | ,239| .,634| -237 12 ,817
(b) -,241 | 11,618 ,813
Melatonina
@@ | ,177 ] ,681| 1,293 12 ,220
(b) 1,293 | 11,124 ,222
Coenzima
(a) | 3,394 | ,087 ,437 14 ,669
(b) ,437 | 12,559 ,669
Phlebodium
(a) | 6,209 | ,027 ,925 13 ,372
(b) ,885 | 8,438 ,401

(a)= Se han asumido varianzas iguales. (b)=No se han asumido varianzas iguales.

Tabla I11.112. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.

Hidr ind | Estadistico de Levene | gll | gl2 | Sig.
Antes 6311 3| 251,602
Después 815 3| 261,497

Tabla II1.113. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al inicio del
ejercicio fisico (antes de la carrera).

Hidr_ind | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(nmol/mg). cuadratica
Inter-grupos 60,171 | 3 20,057 | 3,351 | ,035
Intra-grupos 149,629 | 25 5,985
Total 209,800 | 28
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Tabla II1.114. DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (hidroperoxidos en
membrana de eritrocitos inducidos con AAPH) entre grupos al inicio del ejercicio fisico (antes
de la carrera).

Variable D J) Diferencia de medias | Error tipico | Sig.
dependiente (1-))

Hidr_ind | Placebo Melatonina 4,379946* 1,361082 | ,145

(nmol/mg). Coenzima 4,914543* 1,321237 | ,007

Phlebodium 5,410969%* 1,321237 | ,017

Melatonina | Placebo -4,379946* 1,361082 | ,145

DMS Coenzima ,534597 1,266161 | ,160

Phlebodium 1,031022 1,266161 | ,306

Coenzima Placebo -4,914543* 1,321237 | ,007

Melatonina -,534597 1,266161 | ,160

Phlebodium ,496425 1,223227 | ,682

Phlebodium | Placebo -5,410969* 1,321237 | ,017

Melatonina -1,031022 1,266161 | ,306

Coenzima -,496425 1,223227 | ,682

Tabla I11.115. t de Dunnett. Comparaciones multiples de una variable (hidroperéxidos en
membrana de eritrocitos inducidos con AAPH) entre grupos al inicio del ejercicio fisico (antes
de la carrera).

Hidr_ind D ) Diferencia de | Error Sig.
(nmol/mg). medias (I-J) tipico

Melatonina | Placebo -4,379946 | 1,361082 | ,313

t de Dunnett Coenzima Placebo -4,914543* | 1,321237 | ,018

(bilateral)® Phlebodium | Placebo -5,410969* | 1,321237 | ,043

Tabla I11.116. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al final del
ejercicio fisico (después de la carrera).

Hidr_ind | Suma de cuadrados | gl Media F Sig.
(nmol/mg). cuadratica
Inter-grupos 144,719 | 3 48,240 | 3,764 | ,023
Intra-grupos 333,192 | 26 12,815
Total 477,910 | 29
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Tabla I11.117. DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (hidroperéxidos en
membrana de eritrocito inducidos con AAPH) entre grupos al final del ejercicio fisico (después
de la carrera).

Variable )] J) Diferencia de medias (I-J) | Error Sig.
dependiente tipico

Hidr_ind | Placebo Melatonina 4,379946* | 1,852729 | ,026

(nmol/mg). Coenzima 4,914543* | 1,789906 | ,011

Phlebodium 5,410969* | 1,852729 | ,007

Melatonina | Placebo -4,379946* | 1,852729 | ,026

Coenzima ,534597 | 1,852729 | ,775

DMS Phlebodium 1,031022 | 1,913490 | ,595

Coenzima | Placebo -4,914543%* | 1,789906 | ,011

Melatonina -,534597 | 1,852729 | ,775

Phlebodium ,496425 | 1,852729 | ,791

Phlebodium | Placebo -5,410969* | 1,852729 | ,007

Melatonina -1,031022 | 1,913490 | ,595

Coenzima -,496425 | 1,852729 | ,791

Tabla I11.118. t de Dunnett. Comparaciones multiples de una variable (hidroperéxidos en
membrana de eritrocito inducidos con AAPH) entre grupos al final del ejercicio fisico (después
de la carrera).

Hidr_ind D ) Diferencia de | Error Sig.
(nmol/mg). medias (I-J) tipico

Melatonina | Placebo -4,379946 | 1,852729 | ,057

t de Dunnett Coenzima Placebo -4,914543* 1,789906 | ,029

(bilateral)® Phlebodium | Placebo -5,410969* | 1,852729 | ,019

Tabla II1.119. Descriptivos. Valores de 8 —hidroxiguanosina en orina (pg/ml) antes y
después del ejercicio.

8-hidro Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium
(pg/ml) Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp. | Antes | Desp
N 32 32 8 8 8 8 8 8 8 8

Media | ,024 | ,037 ] ,028 ,047 ,021 | 1,033 ,024 ,032 | ,023 | ,035

Error tipico | ,001 | ,002 | ,003 ,005 ,003 | ,005 ,002 ,003 | ,002 | ,003

Desv. tip. | ,008 | ,013 | ,010 ,014 ,008 | ,015 ,007 ,010 | ,006 | ,009

Varianza | ,000 | ,000 [ ,000 ,000 ,000 | ,000 ,000 ,000 { ,000 | ,000

Minimo | ,012 | ,004 | ,013 ,027 013 | 1,004 ,016 ,019 | ,012 | ,025

Mediana | ,023 | ,034 | ,026 ,045 ,019 | 1,033 ,023 ,031 ) ,022 | ,032

Miéximo | ,048 | ,070 | ,048 ,070 ,035 | ,055 ,035 ,046 | ,037 | ,053

Rango [ ,035| ,067 ] ,035 ,043 ,022 | 052 ,019 ,027 1,025 | ,028

Asimetria | ,608 | 242 [ ,726 ,306 , 501 | -,648 ,209 ,146 | ,654 | 1,152

Curtosis | ,285 | ,592 | 1,416 | -1,072 | -1,464 | 1,240 | -2,026 | -1,914 | 2,387 | ,322

M® Carmen Garcia Morales 235




Tesis Doctoral RESULTADOS

Tabla I11.120.Prueba T de Student para los valores medios de 8-hidroxiguanosina en orina
(pg/ml) para observar las diferencias significativas para un mismo grupo entre el inicio y el
final del ejercicio fisico.

Prueba de
8-hidro Levene para | Prueba T para la igualdad de
(pg/ml) la igualdad medias
de varianzas
F Sig. t gl | Sig.(bilateral)
Global
(a) | 5,447 | ,023 | -4,505 62 ,000
(b)
-4,505 | 51,691 ,000
Placebo
(a) | 2,284 | ,153 | -3,036 14 ,009
(b) -3,036 | 12,475 ,010
Melatonina
(a)| ,664| .,429| -1,849 14 ,045
(b) -1,849 | 10,895 ,046
Coenzima
(a) | 1,045 | .,324 | -1,790 14 ,035
(b) -1,790 | 12,942 ,036
Phlebodium
(a)| 1,218 | ,288 | -2,857 14 ,013
(b) -2,857 | 12,757 ,014

(a)= Se han asumido varianzas iguales. (b)= No se han asumido varianzas iguales.

Tabla I11.121 Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.
8 hidro | Estadistico de Levene | gll | gl2 | Sig.
Antes ,657 3| 28,585
Después ,603 3| 281,582

Tabla I11.122. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al inicio del
ejercicio fisico (antes de la carrera).

8-hidro Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(pg/ml). cuadrética
Inter-grupos ,000| 3 ,000 | ,897 | ,455
Intra-grupos ,002 | 28 ,000
Total ,002 | 31

M® Carmen Garcia Morales 236




Tesis Doctoral

RESULTADOS

Tabla II1.123. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos después de la

carrera.
8-hidro Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(pg/ml). cuadréatica

Inter-grupos 001 | 3 ,000 | 2,307 | ,098

Intra-grupos ,005 | 28 ,000

Total ,006 | 31

Tabla 111.124. DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (8-
hidroxiguanosina en orina) entre grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Variable D ) Diferencia de medias (I-J) | Error Sig.
dependiente tipico

8 hidro | Placebo Melatonina ,014344* ,006470 | ,035

(pg/ml). Coenzima ,014615* ,006470 | ,032

Phlebodium ,012239 | ,006470 | ,049

Melatonina | Placebo -,014344* ,006470 | ,035

Coenzima ,000271 ,006470 | ,967

DMS Phlebodium -,002105 | ,006470 | ,747

Coenzima | Placebo -,014615%* ,006470 | ,032

Melatonina -,000271 ,006470 | ,967

Phlebodium -,002376 | ,006470 | ,716

Phlebodium | Placebo -,012239 | ,006470 | ,049

Melatonina ,002105 ,006470 | ,747

Coenzima ,002376 | ,006470 | ,716

Tabla II1.125. Descriptivos. Valores de Creatinina en orina (mg/dl) antes y después

del ejercicio.

Creat_ori Global Placebo Melatonina Coenzima Phlebodium

(mg/dl) Antes Desp. Antes Desp. Antes Desp. Antes Desp. Antes Desp.
N | 32(27v) | 32(26v) 8(6v) 8(5v) 8(7v) 8(7v) 8(7v) 8(7v) 8(7v) 8(7v)
Media | 127,592 | 200,357 | 156,955 | 255,621 144,204 | 244,209 | 115,580 | 154,347 97,825 163,042
Error tipico | 11,400 15,457 31,610 28,226 19,262 34,997 18,817 12,177 19,811 26,009
Desv. tip. | 59,236 | 78,820 77,429 63,117 50,962 92,594 49,785 | 32,219 52415 68,814
Varianza | 3508,92 | 6212,63 | 5995,311 | 3983,774 | 2597,177 | 8573,815 | 2478,568 | 1038,08 | 2747,337 | 4735,484
Minimo | 15,215 | 86,955 30,430 | 171,740 58,695 89,130 52,175 | 104,350 15,215 86,955
Mediana | 126,090 | 192,390 | 155,650 | 255,621 144,204 | 244,209 | 115,580 | 154,347 97,825 163,042
Maximo | 258,695 | 345,650 | 258,695 | 341,305 | 206,525 | 345,650 | 184,785 | 200,000 [ 189,130 | 263,045
Rango | 243,480 | 258,695 | 228,265 169,565 | 147,830 | 256,520 [ 132,610 | 95,650 | 173,915 176,090
Asimetria ,106 ,308 -,539 ,057 -,483 -, 771 ,125 -,094 ,284 ,234
Curtosis -,341 -,888 1,002 ,241 -,087 -,410 -1,288 -,330 1,835 -1,644
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Tabla II1.126.Prueba T de Student para los valores medios de cretinita en orina (mg/dl)
para observar las diferencias significativas para un mismo grupo entre el inicio y el final del
ejercicio fisico.

Prueba de
Creat_or | Levene para | Prueba T para la igualdad de
(mg/dl) la igualdad medias
de varianzas
F Sig. t gl | Sig.(bilateral)
Global
(a) | 3,012 | ,089 | -3,809 51 ,000
(b)
-3,788 | 46,394 ,000
Placebo
(a)| ,058 | ,815| -2,281 9 ,048
(b) -,2,328 | 9,000 ,045
Melatonina
(a) | 1,663 | 221 | -2,503 12 ,028
(b) -2,503 | 9,330 ,033
Coenzima
(a) | 1,389 | ,261 | -1,730 12 ,019
(b) -1,730 | 10,276 ,014
Phlebodium
(@ | 1,513 | ,242| -1,995 12 ,049
(b) -1,995 | 11,209 ,041

(a)= Se han asumido varianzas iguales. (b)= No se han asumido varianzas iguales.

Tabla I11.127. Prueba de homogeneidad o igualdad de varianzas.
Creat_or | Estadistico de Levene | gll | gl2 | Sig.
Antes 279 | 3| 23,840
Después 1,724 | 3| 22,191

Tabla I11.128. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al inicio del
ejercicio fisico (antes de la carrera).

Creat_or | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(mg/dl). cuadratica
Inter-grupos 14316913 | 3| 4772,304 | 1,427 | ,261
Intra-grupos 76915,042 | 23 | 3344,132
Total 91231,955 | 26
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Tabla I11.129. ANOVA. Prueba de igualdad de medias entre los grupos al final del
ejercicio fisico (después de la carrera).

Creat_or | Suma de cuadrados | gl | Media F Sig.
(mg/dl). cuadratica
Inter-grupos 53296,496 | 3| 17765,499 | 3,831 | ,024
Intra-grupos 102019,415 | 22 | 4637,246
Total 155315911 | 25

Tabla II1.130. DMS. Comparaciones multiples de una variable dependiente (creatinina en
orina) entre grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Variable (D J) Diferencia de medias Error Sig.
dependiente {1-)) tipico

Creat_or | Placebo Melatonina 11,412083 | 39,873713 | ,777

(mg/dl). Coenzima 101,273750* | 39,873713 | ,019

Phlebodium 92,578750* | 39,873713 | ,030

Melatonina | Placebo -11,412083 | 39,873713 | ,777

Coenzima 89,861667* | 36,399553 | ,022

DMS Phlebodium 81,166667* | 36,399553 | ,036

Coenzima Placebo -101,273750* | 39,873713 | ,019

Melatonina -89,861667* | 36,399553 | ,022

Phlebodium -8,695000 | 36,399553 | ,813

Phlebodium | Placebo -92,578750* | 39,873713 | ,030

Melatonina -81,166667* | 36,399553 | ,036

Coenzima 8,695000 | 36,399553 | ,813

Tabla I11.131. t de Dunnett. Comparaciones multiples de una variable (creatinina en orina)
entre grupos al final del ejercicio fisico (después de la carrera).

Creat_or q)) J) Diferencia de medias | Error Sig.
(mg/dl). {-J) tipico

Melatonina | Placebo -11,412083 | 39,873713 | ,981

t de Dunnett Coenzima | Placebo -101,273750* | 39,873713 | ,046

(bilateral)® Phlebodium | Placebo -92,578750 | 39,873713 | ,027
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Tras la exposicion de los antecedentes, la hipotesis de trabajo inicial y el material
y métodos empleados, una vez expuestos los resultados obtenidos, y en funcion de lo
publicado hasta el momento en la literatura cientifica, procedemos a la discusion de los
aspectos de mayor interés de los que se han abordado en este estudio.

A la hora de realizar la interpretacion de los resultados nos centramos sobre todo
en el analisis de la diferencia entre los distintos suplementos administrados sobre las

variables o parametros estudiados.

1. RESPECTO DE LAS VARIABLES SANGUINEAS.

Una consideracion a la hora de trabajar con los deportistas es que constituyen un
subgrupo muestral dentro de la poblacion, tanto por su edad como por la actividad fisica
que realizan; por tanto los resultados son solo validos dentro de su grupo. Se han
adoptado para la mayoria de los pardmetros, los rangos de referencia estandar para la
poblacion general y se han modificado algunos rangos. En consecuencia, los valores
obtenidos en condiciones basales en deportistas son similares a los de personas
sedentarias, con algunas modificaciones, y estos valores son independientes del tipo de
deporte, como norma general, aunque puede haber modificaciones en determinadas
modificaciones deportivas. Los valores obtenidos en deportistas en condiciones basales,
aunque similares a los de personas sedentarias, muestran mas frecuentemente las
alteraciones producidas por el ejercicio fisico. Estas alteraciones deben ser conocidas
para evitar errores diagnosticos. Hay que tener en cuenta que existen parametros cuya
alteracion se manifiesta inmediatamente después de realizar un ejercicio, mientras que
otros parametros muestran sus alteraciones al dia siguiente o dias después de realizar el

ejercicio, y son proporcionales a la intensidad del mismo.(Diaz Martinez, A, 2005).

Asi, en un estudio en el que se analizaban los efectos de una ultramaratéon sobre
parametros bioquimicos y hematologicos se observd un incremento estadisticamente
significativo de los valores de bilirrubina tras la carrera, descensos significativos de
eritrocitos, hemoglobina y hematocrito fueron detectados a los 2 dias y a los 9 dias
después de la prueba. La concentracion de proteinas totales disminuyo
significativamente, y los niveles de colesterol aunque permanecieron sin cambios
inmediatamente después del ejercicio, descendieron significativamente al segundo y
noveno dia de la carrera (Wu, H.J., et al, 2004).
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1.1. RESPECTO DE LOS PARAMETROS PLASMATICOS BIOQUIMICOS.

1.1.1. Niveles de bilirrubina total.

Resulta de la ruptura de la hemoglobina por la destruccion de los eritrocitos. Es
removida por el higado y excretada por la bilis. De la hemoglobina se aprovecha el
hierro, la parte proteica es degradada y el grupo hemo es metabolizado hasta bilirrubina.
Aumenta cuando ocurre una destruccion masiva de eritrocitos o una enfermedad
hepatica. Una parte se transporta hasta el higado, se conjuga con el 4cido glucurénico y
se excreta en el duodeno. Se encuentra en dos formas: conjugada (directa) y no
conjugada (indirecta). La indirecta se correlaciona con la hemolisis y la directa con el
dafio hepatico. Niveles altos se observan en procesos obstructivos intra o extra hepaticos
o causas de hemolisis. Los valores de alerta en adultos son > 12 mg/dl. (Gilberto, M.,
Mauricio, R., et al, 20006).

Basandose en un estudio sobre 3.391 muestras en deportistas, se ha observado
que el 1,3% de ellas se situaron por debajo del rango de referencia, un 89,9% dentro del
mismo y un 8,8% por encima. Practicamente en el 99% de las muestras analizadas en el
laboratorio con bilirrubina total elevada, dicha elevacion era debida al aumento de los
niveles de bilirrubina no conjugada, es decir, era una hiperbilirrubinemia de origen
prehepatico.(Diaz Martinez, A.E, 2005).

En la literatura cientifica esta descrito que hay determinados deportes, como el
atletismo de fondo, donde el pisoteo continuo de la zancada durante mucho tiempo
puede originar pequefias roturas de vasos de capilares en los pies, lo cual puede causar
pequenas hemdlisis por lo que puede aparecer bilirrubina elevada. Un sistema para
discenir entre hemolisis intravascular y déficit de conjugacion es la medicion de los

niveles de haptoglobina. (Diaz Martinez, A.E., 2005).

La bilirrubina es un antioxidante natural y aumenta cuando hay un incremento en
la degradacion de la hemoglobina por hemolisis de eritrocitos. Los valores normales en
la bioquimica en sangre son de 3,4 - 37 umol/l (Balcells, A, 1993), rango en el que se

encuentran nuestros valores de bilirrubina.

Las investigaciones recogidas en la literatura muestran un incremento en los

niveles plasmaticos de bilirrubina después del ejercicio fisico intenso. (Chevion, S., et
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al, 2003). Similares resultados obtienen Fallon KE y col (1999) en un estudio con 9
participantes de una ultramaraton en el que analizan los cambios bioquimicos de
variables en plasma. Observan incrementos significativos después del ejercicio en los
valores de bilirrubina. En este estudio parece ser que existen evidencias indirectas de
posible dafio hepatico durante el ejercicio prolongado.

En un estudio realizado para determinar los efectos de una carrera de larga distancia
(100 km) con 13 participantes varones, sobre las fracciones séricas de bilirrubina se
observd que la concentracion sérica de bilirrubina total aumentaba significativamente
después de la carrera. La disminucion de los niveles séricos de haptoglobina (-66%)
indicaban la presencia de hemolisis. De hecho, la carrera de larga distancia causaba
incrementos en las diferentes fracciones séricas de bilirrubina lo que puede estar

relacionado por la hemolisis que se producia. (De Paz, J.A., et al, 1995).

En nuestro estudio, los resultados no coinciden exactamente con lo expuesto
anteriormente para todos los grupos. Después del ejercicio fisico aumenta la
concentracion plasmatica de bilirrubina sobre todo en el grupo placebo, disminuyendo
en el grupo coenzima y Phlebodium, lo que nos podria indicar un mayor estrés
oxidativo en el grupo placebo, si bien es cierto que estas diferencias observadas no son
significativas.

Al inicio del ejercicio los valores mas inferiores de bilirrubina corresponden al
grupo melatonina. Al final del ejercicio no se aprecian diferencias significativas entre
los tres grupos con suplementacion y si con respecto al grupo placebo, en el que la
concentracion plasmatica de bilirrubina es mayor. Por tanto, parece existir un descenso
en la produccion de bilirrubina en los grupos que han recibido la suplementacion de
melatonina, coenzima y Phlebodium, lo que implicaria una menor destruccion de
eritrocitos y un posible efecto protector de estos suplementos. Hay que tener en cuenta
que la bilirrubina es un antioxidante natural del organismo, y en los grupos
suplementados habria menor necesidad de produccion de bilirrubina como antioxidante,
no siendo asi en el grupo placebo en el que al finalizar el ejercicio los valores de

bilirrubina son los mayores.

1.1.2. Niveles de colesterol total.

Es un compuesto lipidico, a partir del cual se van a sintetizar todas las hormonas

esteroideas (por ej. cortisol, testosterona, glucocorticoides, etc), asi como los acidos
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biliares y la vitamina D. Es indispensable en la formacion de las membranas celulares
Se puede encontrar en forma libre o unido a proteinas transportadoras en el plasma
(Diaz Martinez, A.E., 2005). Forma parte de 3 lipoproteinas denominadas segun la
densidad: VLDL (13%) (very low density lipoprotein) constituidas en un 52% por
triglicéridos. Son materia prima para fabricar la LDL (70%) (low density lipoprotein)
que por su baja densidad se deposita muy facilmente en las capas intimas arteriales
desencadenando la ateroesclerosis. La HDL (17%) (high density lipoprotein) es la que
interviene para remover la LDL de las arterias. Se estimula su formacion con el
ejercicio y con una dieta pobre en grasas animales. La VLDL constituye una gran parte
de lo que conocemos como triglicéridos, grasa que modela el organismo y es reserva
organica. (Gilberto, A., Mauricio, R., 2000).

El colesterol se sintetiza endégenamente, aunque también se ingiere en la dieta. Es
necesario mantener los niveles de colesterol dentro de unos limites para evitar su
acumulacién en tejidos, sistema vascular, etc, que pudiera dar lugar a enfermedad. Se
puede encontrar elevado el colesterol en enfermedades genéticas como la
hipercolesterolemia primaria, en la hiperlipoproteinemia secundaria, diabetes,
hipotiroidismo, por aumento de la ingesta, etc. Podemos encontrar el colesterol

disminuido en casos de desnutricion, cancer avanzado, hipertiroidismo, etc.

La concentracién de colesterol en plasma depende de varios factores entre los
que destacan la edad, sexo, ingesta, etc. Normalmente presenta unos valores que varian
con cada década de edad, aunque se puede generalizar para la poblacion de deportistas
jovenes, entre 107 y 230 mg/dl. No obstante, diversas sociedades cientificas, OMS, etc,
aconsejan no sobrepasar los 200 mg/dl para reducir el riesgo cardiovascular. En un
estudio de 3439 muestras de deportistas se observé que un 3,5% de los datos estan por
debajo del rango de normalidad, un 76,3 % estd dentro del rango de normalidad y un
20,2 % por encima del rango de normalidad. (Diaz Martinez, A.E., 2005).

Los valores normales en la bioquimica en sangre son de hasta 3,10-6 mmol/l
(Balcells, A., 1993).

El ejercicio puede ser beneficioso como una proteccion cardiovascular al
disminuir la deposicion lipidica e incrementar el transporte de colesterol, como lo
comprobaron en un estudio con 11 atletas y 13 sujetos sedentarios como grupo control
(Gupta, A.K., et al, 1999). Esto coincide con los aumentos de colesterol observados en
los grupos placebo, coenzima y sobre todo Phlebodium tras el ejercicio, aunque dichos

aumentos no han sido estadisticamente significativos.
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En un estudio en el que se pretendia demostrar la existencia de estrés oxidativo
durante el ejercicio extenuante y determinar la respuesta antioxidante, se tomaron
muestras sanguineas a 80 ciclistas antes y después de realizar una etapa de montafia de
larga distancia (171 km). Se observé que el ejercicio inducia incrementos significativos
en la actividad enzimadtica de la catalasa y glutation reductasa. Los triglicéridos y el
VLDL colesterol aumentaron significativamente después de la etapa ciclista
permaneciendo dicha elevacion incluso 3 h después. Se concluyd que el ejercicio
intenso inducia estrés oxidativo por el patron de cambio de la actividad de las enzimas
antioxidantes eritrocitarias (Aquilo, A. et al, 2005).

En nuestro estudio, se pone de manifiesto que en el grupo melatonina los valores
plasmaticos de colesterol disminuyen después de realizar el ejercicio fisico como sucede
en el estudio de Vincent y col. (2006), aumentando ligeramente en los demés grupos, lo
que coincide con los resultados del estudio realizado por Fallon K.E.y col (1999), y con
los resultados del estudio de Aquilo y col. (2005), salvo para el grupo melatonina. No se
aprecian diferencias significativas en los demds grupos ni entre ambos periodos de
tiempo ni entre grupos antes de comenzar el ejercicio fisico. Al finalizar la prueba fisica
si existen diferencias significativas entre el grupo melatonina en el que los valores son
inferiores con respecto a los restantes grupos.

Por tanto, parece ser que el ejercicio provoca un aumento en los niveles de

colesterol. No siendo asi en el grupo melatonina.

1.1.3. Niveles de fosfolipidos.

Forman parte de las lipoproteinas del plasma y existen en forma de lecitina,
cefalina y esfingomielina (Gilberto, A., Mauricio, R., 2006). Los valores normales en la
bioquimica en sangre son de 2,9-5,2 mmol/l (Balcells, A., 1993). En buena parte van
asociados, como otros lipidos, a globulinas del plasma, constituyendo los complejos
llamados lipoproteinas. No estd clara su funcion y ya no resulta admisible la primitiva
hipdtesis sobre la mision de transporte que los fosfolipidos tendrian respecto de los
acidos grasos.

Aumentan los fosfolipidos, a veces de modo concordante con los otros lipidos en
la hipierlipemia esencial, en el sindrome nefrotico y en menor grado en la hepatitis
aguda.Aumentan so6lo los fosfolipidos y el colesterol en la cirrosis biliar y en el
mixedema. Un aumento de los fosfolipidos con descenso del colesterol aparece con

frecuencia en los estados terminales de desnutricion marcada y caquexia, asi como en la
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uremia cronica grave. (Balcells, A., 1993).

En nuestro estudio, los valores plasmaticos de fosfolipidos disminuyen después de
realizarse la prueba de ejercicio fisico en todos los grupos, pero sélo muestran
claramente diferencias estadisticamente significativas en el grupo Phlebodium entre
ambos periodos de tiempo. Los valores menores de concentracion de fosfolipidos en
plasma se encuentran en el grupo melatonina. No existen diferencias significativas entre
los grupos placebo, coenzima Q10 y Phlebodium, ni al inicio ni al final del ejercicio,
aunque si con respecto al grupo melatonina antes de comenzar la carrera, y después,

entre los grupos coenzima Q10 y Phlebodium respecto del grupo melatonina.

1.1.4. Niveles de triglicéridos.

Los acilglicéridos estdn formados por una molécula de glicerol y hasta 3
moléculas de acidos grasos esterificados al glicerol. Forman parte de las lipoproteinas y
se dividen en exdgenos (suministrados al organismo al ingerir grasas saturadas) y
endogenos(los que fabrica el higado al degradar los exdgenos). Son materia prima para
fabricar por hidrolisis, la lipoproteina LDL, que es la que lleva el colesterol a las
células. Toda lipoproteina tiene triglicéridos, pero éstos son mas abundantes en los
quilomicrones y en la fraccion VLDL, que representa aproximadamente la quinta parte
de los triglicéridos totales. (Gilberto, A., Mauricio, R., 2006).

Los triglicéridos son depoésitos de energia muy concentrada puesto que estan de
forma muy reducida y anhidra. Constituyen el 95% de la grasa de almacenamiento y son
la forma predominante de ésteres de glicerol hallados en el plasma (Tietz, 1994). El
rendimiento de la oxidacion completa de los acidos grasos es de aproximadamente 9
kcal/g, mientras que de los hidratos de carbono y proteinas se obtienen
aproximadamente 4 kcal/g. En consecuencia, un gramo de grasa, practicamente anhidra,
produce mas de seis veces la misma energia que un gramo de glucoégeno hidratado. Por
ello, los triglicéridos fueron elegidos en la evoluciébn como principal reservorio de

energia (Stryer, 1995).

Las funciones principales de los triglicéridos son el deposito o almacenamiento y el
suministro de energia. De hecho, el musculo en reposo utiliza como principal sustrato
energético los acidos grasos libres de los triglicéridos musculares. El misculo activo
también utiliza los acidos grasos como combustible celular, pero cuando el ejercicio es

de larga duracion y baja intensidad. Concentraciones elevadas de triglicéridos en plasma
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pueden encontrarse como consecuencia de un aumento de la ingesta, hipotiroidismo,
sindrome nefrético, diabetes, enfermedades de almacenamiento del glucégeno, etc.; por
el contrario, se encuentran valores bajos de triglicéridos en las pancreatitis agudas,

dietas, ejercicio, etc.

En la literatura cientifica encontramos un estudio realizado sobre 3.440 muestras de
deportistas, el 96,1% de las mismas estaban dentro del rango de normalidad, mientras
que solo el 1,9% se situaba por debajo y un 2,0% por encima del rango superior de
normalidad. (Diaz Martinez, A., 2005).

Los valores normales en la bioquimica en sangre son de 0,5-2,0 mmol/l (Balcells,
A., 1993). Los valores obtenidos en nuestros resultados se encuentran dentro de este
rango.

Existen estudios que concluyen que tras el ejercicio fisico intenso como es una
maratdn, los niveles plasmaticos de triglicéridos no cambian de forma significativa.
(Fallon, K.E, et al, 1999).

Coincidiendo con estos trabajos, nosotros encontramos que en esta variable lo mas
destacable es el descenso significativo que se produce en los valores plasmaticos de
triglicéridos en el grupo placebo al final del ejercicio. No se observan diferencias
significativas entre los grupos al inicio del ejercicio fisico, ni tampoco entre los tres
grupos con suplementacion al final del ejercicio aunque si con respecto al grupo placebo
en el que los valores de triglicéridos son menores. Los triglicéridos son grasas con
funcion energética y el ejercicio disminuye su concentraciéon en sangre, hecho que se
constata en el grupo placebo, en los demés grupos disminuyen pero ligeramente, en los
que parece que los aportes suplementados contribuyen a mantener constantes los niveles

de triglicéridos en plasma.

Nuestros resultados no coinciden exactamente con lo expuesto en el trabajo de
Petibois y col. (2005) en el que analiza el efecto que tiene el entrenamiento reduciendo
el estrés oxidativo causado por el ejercicio fisico. En este trabajo se constata un

incremento de los triglicéridos plasmaticos.

1.1.5. Niveles de proteinas totales en plasma.

El plasma contiene una mezcla compleja de proteinas, entre las que se incluyen

proteinas simples, asi como las que estan unidas a glicidos y lipidos. La mayor parte de
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estas proteinas se originan en el sistema reticulohistiocitario del higado, a excepcion de
las gammaglobulinas. La proteina sérica mas abundante producida por el higado es la
albimina. Las proteinas totales estan integradas por la fraccién albumina y la fraccion
globulina. La primera, regula la presiéon osmotica coloidal de la sangre, aporta la
nutricion celular, interviene en el equilibrio acido-basico, transporta los lipidos
originando las lipoproteinas y sirve de medio de transporte a multitud de elementos
como calciotiroxina, esteroides, hierro, cobre, vitaminas liposolubles como A, Dy E. La
albumina se sintetiza en el higado y representa mas de la mitad de las proteinas
presentes en el plasma. Personas con niveles inferiores al 3,2% se consideran como
hipoalbuminémicos y las personas con niveles normales de albimina casi siempre son
sanas. La hipoalbunemia puede ser causada por una ingesta proteica deficitaria o una
cirrosis, la manifestacion de una pérdida exdgena como ocurre en una nefrosis, o
pérdidas por via digesiva o trastornos pulmonares. Como consecuencia de la
hipoalbunemia aparece edema y el estudio debe hacerse por medio electroforético.
Cuando hay hemoconcentracion por choque, vOmitos, quemaduras, sudoracion
excesiva, fistulas digestivas, etc., se obtiene una falsa hiperproteinemia. (Gilberto, A.,
Mauricio, R., 2000).

Por tanto, las proteinas plasmaticas cumplen diversas funciones:

- Control de la distribucién del liquido extracelular.

- Soporte y vehiculo de varias sustancias: hormonas, vitaminas, lipidos, etc.

- Intervienen en la coagulacion sanguinea.

- Defienden al organismo (anticuerpos), etc.

Las proteinas totales se encuentran en una concentracion entre 6,8 y 8,3 g/100ml
segun (Diaz).Sobre un estudio de 3.438 muestras de una poblacion de deportistas, el
96,8% de las mismas se situ6 dentro del rango de normalidad, con un 1,6% por debajo y
un 1,6% por encima de dicho rango. Con estos datos, se descartan alteraciones de los

valores basales de proteinas totales con el ejercicio fisico. (Diaz Martinez, A., 2005).

Kratz y col. (2002) describen un aumento de la concentracion de proteinas a las 4
horas postmaraton, que pudiera deberse a la combinacion de una ligera deshidratacion y
del aumento del flujo de linfa, con un alto contenido en proteinas, desde el musculo en

contraccion al compartimento vascular. (Kratz, A., et al, 2002).

Los valores normales en la bioquimica en sangre son de 6-8 g/100ml (60-80

mg/ml) (Balcells, A., 1993). De la cifra total que integran las proteinas, entre 3,5 y 5,5
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g/100ml corresponden a la albumina y entre 1,5 y 3 g/100ml a la globulina.
En la bibliografia consultada encontramos aumentos significativos de proteinas

totales plasmaticas tras el ejercicio fisico intenso (Fallon, K.E, et al, 1999).

En nuestro estudio, los valores de los errores estandar en cada grupo son
elevados, lo que significa mayor variabilidad dentro de cada grupo. Sélo en el grupo
placebo los valores descienden de forma significativa entre ambos periodos de tiempo,
como en el estudio de Wu H.J y col (2004). En los grupos melatonina también
disminuyen los valores aunque no de forma significativa y en el grupo coenzima y
Phlebodium aumentan ligeramente. Al inicio del ejercicio los valores plasmaticos de
proteinas son mas altos en el grupo placebo, y no se observan diferencias significativas
entre los otros tres grupos. Al final del ejercicio no existen diferencias significativas

entre los grupos.

1.2. RESPECTO DE LOS PARAMETROS PLASMATICOS INFLAMATORIOS.

1.2.1. Citoquinas.

Hay que tener en cuenta que el ejercicio representa un estrés para el organismo, lo
que origina una serie de alteraciones metabolicas, celulares, etc.; también se pueden
producir como consecuencia del ejercicio pequefias roturas celulares, etc., que a veces
originan pequefios sitios inflamatorios. Como consecuencia de todo lo anterior, se
produce una respuesta de fase aguda con liberacion de citoquinas en el sitio de la
inflamacion. Estas citoquinas favorecen la atraccion de linfocitos, neutréfilos,
monocitos y otras estirpes celulares. La literatura es amplia y prolifica en publicaciones
que muestran la existencia de una leucocitosis inducida por el ejercicio. No obstante,
existen distintos resultados respecto a la cuantia de la elevacion de las poblaciones
leucocitarias, debido sobre todo a la diversidad del tipo de ejercicio, duracion e

intensidad del mismo. (Diaz Martinez, A., 2005).

Las citoquinas son proteinas, péptidos y/o glucoproteinas solubles de bajo peso
molecular que median y controlan la comunicacion entre las células inmunitarias, a la
vez que regulan la proliferacion y diferenciacion de dichas células. Son proteinas
pequenas que pueden actuar sobre la misma célula que las produce (accion autocrina) o
paracrina (sobre células cercanas). Su produccién estd finamente regulada y es

temporal. Actian uniéndose a receptores especificos de la membrana plasmatica
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desencadenando una cascada de respuestas cuyo fin es modificar la expresion de
determinados genes de la célula. Las citoquinas son moléculas segregadas

fundamentalmente por linfocitos y monolitos. (Sigal, LH, et al,1994).

Se han descrito alrededor de 50 citoquinas, y se han clasificado de acuerdo con su
actividad fisiologica basica: proinflamatoria, antiviral, inmunoestimuladora,
hematopoyética, antinflamatoria o inmunorreguladora, etc. (Nieman, DC.,1997).Se
pueden incluir como citoquinas las interleukinas, como la IL-1 e IL-6, los interferones,
el factor de necrosis tumoral (TNF), los factores estimuladores de colonias (CSF), los

factores de crecimiento y las quimiocinas.

No solo actian como mediadores de la comunicacion intercelular para la
respuesta inmune, sino también entre otras células y érganos del cuerpo. Las citoquinas
realizan diversas funciones y a su vez, diversas citoquinas pueden compartir la misma
funcién. Por tanto, no actian en solitario sino que existe un complejo entramado de
interacciones entre ellas, pudiendo actuar de forma sinergista o antagonista. Inducen o
inhiben la produccion de otras, regulan la expresion tanto de su propio receptor como de

los de otras citoquinas. (Roitt, 1., 2001).

Sus acciones a bajas concentraciones estdn muy relacionadas con otras moléculas
solubles como algunas hormonas (Rhind, SG., et al,1995). Las citoquinas tienen un
importante efecto neuroinmunomodulador pudiendo activar el eje hipotalamo-hipofisis-
adrenal y provocan inhibicion de los ejes hipofisis-tiroideo e hipdfisis—gonadal (Payan,
D.G.,, et al, 1986, Reighlin, S.,1993).

La mayor parte de los receptores de las citoquinas son glucoproteinas de
membrana de tipo I, con un unico dominio transmembrana. Sin embargo, el receptor
funcional comprende en general dos o mas subunidades ya que con frecuencia las
citocinas se ligan a una subunidad muy especifica y con otra que es compartida por

diversas citoquinas.

En contraste con el gran nimero de estudios sobre la respuesta del sistema inmune
al ejercicio fisico agudo, menos estudios se han realizado respecto al efecto del
acondicionamiento fisico o entrenamiento (ejercicio cronico) sobre la funcidon inmune.
La respuesta aguda a la actividad fisica, sobre todo cuando es intensa, esta ampliamente
desarrollada en la literatura cientifica. Una consecuencia inevitable de la realizacion de
ejercicio fisico intenso es un proceso inflamatorio agudo en los tejidos, de mayor o
menor magnitud, dependiendo de las caracteristicas e intensidad de dicho ejercicio

(Palombo, JD., et al, 1991, Hiraishi, H., 1998). Este proceso inflamatorio lleva consigo
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la produccion de citoquinas proinflamatorias, entre ellas la interleukina-6 y el TNF-a
(Smith, LL., 2000, Pedersen B.K, 1991).

En las primeras fases de la inflamacion tisular, los monocitos reclutados en el
lecho tisular y los sistémicos, producen citoquinas como IL-1, TNF-alfa, IL-6. La
inyeccion de TNF-alfa e IL-6 a animales de laboratorio o humanos reprodujo la
mayoria, si no todos, los aspectos de la respuesta de fase aguda (Pedersen, B.K., et al,
2000).

Tras el ejercicio de alta intensidad los tejidos se someten a un estrés que si perdura
en el tiempo por una mala adaptacion o recuperacion provocaria una disfuncioén del
sistema inmune. Este hecho, podria estar relacionado con el incremento de los procesos
catabdlicos inducidos por el aumento de cortisol y de catecolaminas, teniendo lugar
también un aumento de las citoquinas proinflamatorias (Smith LL., 2000; Pedersen,

B.K., et al, 1987).

No estdn actualmente muy documentadas las adaptaciones cronicas o
modificaciones estables y mantenidas de los niveles plasmaticos de citoquinas tras la
practica continuada y regular del ejercicio fisico intenso. Encontramos que la mayoria
de las investigaciones y publicaciones con respecto a estos mediadores inmunolédgicos
tratan de la respuesta aguda que se desencadena tras la realizacion de ejercicio fisico de

forma puntual.

Las investigaciones sugieren que la respuesta inflamatoria promovida por el
ejercicio fisico intenso estd parcialmente compensada por la secrecion de citoquinas
antinflamatorias. A pesar de esta respuesta, el balance del ejercicio es una inflamacion,
tanto mas evidente cuanto mayor es la intensidad del ejercicio (Hiraishi, H., 1998). De
hecho, el ejercicio fisico ha servido como modelo inflamatorio de investigacion
(Palombo, JD., 1991), dado que tras el ejercicio aparecen las respuestas inflamatorias

clasicas.

La respuesta del sistema inmune ante el ejercicio fisico no siempre es igual.
Existen algunos factores que podrian variar el tipo e intensidad de respuesta
inflamatoria. Parece ser que la respuesta en la produccion de citoquinas difiere
apreciablemente segun el tipo de ejercicio (Brenner, IKM., et al, 1999), segin la

disponibilidad de carbohidratos (Nieman, DC., et al, 1998), e incluso dependiendo de la
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temperatura corporal (Gannon, GA., et al, 2000).

El ejercicio fisico intenso produce un mayor incremento muscular y plasmatico
de los niveles de citoquinas implicadas en la respuesta inflamatoria (IL-1, TNF-alfa y
IL-6), siendo el estrés oxidativo un estimulo para inducir la produccion de citoquinas en
el ejercicio. Sin embargo, los antioxidantes atentian la repuesta de la produccion de
citoquinas plasmaticas en el ejercicio (Vassilakopoulos, T, et al, 2003). Estos resultados
demuestran la relacion entre el dafio muscular, el aumento de dichas citoquinas y el
mantenimiento de los procesos inflamatorios como base de la disfunciéon inmunolédgica

inducida por el ejercicio intenso.

Se han identificado un gran niamero de citoquinas que regulan y ejercen su accion
sobre multitud de procesos fisiologicos (Cordova, A., Alvarez-Mon, M., 2001). En
nuestro estudio hemos evaluado cuatro citoquinas. Dos de ellas son consideradas como
citoquinas proinflamatorias: la interleukina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a). Las otras dos citoquinas analizadas se consideran antinflamatorias: el receptor

antagonista de la interleuquina 1 (IL-1ra), y receptor soluble II del TNF-a (TNF-IIrs).

Después del ejercicio fisico intenso, tiene lugar un aumento inicial en la secrecion
de citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNFa), mientras que durante la
recuperacion se produce una secrecion de citoquinas antinflamatorias (IL-1ra, TNF-rslI,
IL-10) (Palombo, J.D., et al, 1991). Los picos mas altos de IL-6 y de TNFa, se
encontraron inmediatamente después del ejercicio, mientras que los niveles mas altos de
TNF-rsll y IL-1ra se alcanzaron en la primera hora de la recuperacion. Si la actividad
fisica es de suficiente intensidad como para inducir una respuesta inflamatoria, en
primer lugar se produciria una liberacion de citokinas proinflamatorias (TNFa, IL-1 y
IL-6), y después se regularia mediante citokinas antinflamatorias (IL-4, IL-10, IL-1ra.)
(Pedersen, BK, et al, 1998).

1.2.1.1. Citoquinas proinflamatorias.

Como veremos a continuacidon, segun los resultados obtenidos en las
determinaciones efectuadas en estas variables, se confirman las hipotesis que venimos
desarrollando en esta investigacion. El efecto protector, antioxidante e

inmunomodulador sobre la respuesta inmune de los suplementos aportados. Los sujetos
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que suplementaron su dieta melatonina, coenzima y Phlebodium decumanum mostraron
tras el ejercicio fisico una mayor concentracion de citokinas antinflamatorias sobre todo
en los grupos melatonina y Phlebodium, aunque se observé un aumento de las

citoquinas proinflamatorias.

1.2.1.1.1. Interleukina 6.

La interleukina-6 tiene efectos importantes sobre los hepatocitos, los linfocitos
B y fagocitos mononucleares responsables de la produccion de otras citoquinas
proinflamatorias (IL-1, TNF-a) (Pedersen BK et al, 2000b; Cordova A, et al, 2001). Es
una glucoproteina de entre 20 y 30 kD de masa molecular, dependiendo del origen
celular y el método de preparacion. Desencadena variados efectos en muchos sistemas
organicos distintos como son la proliferacion y diferenciacion de las células T,
diferenciacion de las células B a células plasmaticas productoras de Ac y de
megacariocitos a plaquetas, proliferacion de las células mesangiales, actiia promoviendo
el crecimiento de los queranocitos, sobre los hepatocitos en la respuesta de fase aguda
que da lugar a la sintesis de proteina C reactiva, estimula la formacién y actividad de
los osteoclastos en la regulacion del metabolismo dseo (4kira, S., et al, 1993).

Esta citoquina es un importante mediador de la respuesta aguda ante situaciones
de estrés como el ejercicio fisico intenso. Actiia para prevenir un nuevo dafio muscular e
inicia la activaciéon de los procesos de reparacion (Pedersen B.K., et al, 2000b),
(Moldoveanu, A.l, et al, 2001). Parece ser que también aumenta la produccion de
ACTH en la hipo6fisis anterior (Kammuler, M.E., 1995).

Son numerosas las publicaciones cientificas que informan del importante aumento
de esta citoquina tras la realizacion de un esfuerzo fisico agudo, dependiendo de la
magnitud de la respuesta de la intensidad del ejercicio (Drenth, JPH., et al, 1995),
(Bruunsgaard, H, et al, 1997; Ostrowski, K, et al, 1999, Moldeveanu, Al et al, 2000).

Cuando el ejercicio fisico realizado es ligero, parece ser que existe un aumento de
IL-6 pero no de IL-1 y TNF-a (Cordova, A., et al, 2001). Sin embargo, tras el ejercicio
fisico intenso, la elevacion de los niveles séricos de IL-6 puede aumentar hasta 100
veces respecto a niveles basales, inmediatamente después del ejercicio (Pedersen B.K.,
et al, 2000b,; Cordoba, A., et al, 2001). Ademas, en estos casos el aumento intenso se
correlaciona con la actividad de la enzima creatin kinasa que es un marcador indirecto
de dano muscular (Pedersen, B.K., et al, 2000b).

Sin embargo, los niveles de IL-6 disminuyeron después de realizarse ejercicio

intenso en los grupos que tomaron antioxidantes (vitamina E, vitamina C y beta-
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caroteno) con respecto al grupo placebo segun el estudio realizado por Vincent y col
(2006).

Investigaciones realizadas sobre la IL-6 muestran que la tendencia al incremento
de forma exponencial y alcanzando sus picos de concentracion al finalizar el ejercicio
ocurre cuando el glucégeno muscular estd bastante disminuido (Gleeson, M., Bishop
NC, 2002). Se sugiere la hipotesis de que el incremento de IL-6 esté relacionado con la
deplecion de los depodsitos de glucdgeno inducida por el ejercicio, incluso sin cambios
en los niveles de glucemia (Steensberg, A., et al, 2001). Esta produccion de IL-6,
modulada por la disponibilidad de glicidos tendra efecto sobre el tejido adiposo
induciendo una lipdlisis. Por tanto, se puede concluir que el aumento de IL-6 esta
relacionado con la actividad muscular, con la intensidad de la misma, con los depositos
de glucosa y la concentracion plasmatica de adrenalina (Helge, J.W., et al, 2003).

Por otra parte, por un estudio (Pedersen B.K. y Steensberg A. ,2002) se sabe que si
el ejercicio se realiza en hipoxia, los cambios que induce en el sistema inmune son mas
acentuados.

En otro estudio realizado por (Niess A.M., 2003), se analiza la respuesta de atletas
que realizan un entrenamiento intenso a nivel del mar y a una altitud moderada (1.800

m), y observa que la IL-6 es significativamente mas elevada en altura.

Tras la realizacion de una actividad fisica aguda, aunque el aumento de los niveles
de IL-6 es evidente, no obstante, también parece consensuado que esta respuesta es
transitoria, recuperando sus valores de reposo poco tiempo después del cese del
estimulo fisico. Rivier, 4., y col (1994), estudiaron la estimulacioén de IL-6 en respuesta
un test de potencia aerdbica mdxima en cicloergdmetro, se observd un incremento
moderado tras el ejercicio que revertio a valores de reposo a los 20 minutos de
recuperacion.

Molodveanu Al y col.(2000) , informa de la respuesta en la secrecion de IL-6
(entre otras citoquinas), en sujetos que realizaron ejercicio fisico durante tres horas entre
el 60 y 65% del VO,méx., se observo un gran aumento de IL-6 al finalizar el ejercicio
que se mantuvo elevado durante dos horas.

Hay publicaciones que no sostienen que el ejercicio intenso y prolongado
aumente a la liberacion de citokinas anti y proinflamatorias. Drenth JPH y col. (1995),
recogi6 muestras de sangre a 19 atletas antes y después de una carrera de 6 horas, y
encontrd aumentos importantes en IL-6 e IL-lra, pero no encontrd6 cambios en los

niveles de TNFa e IL-1p.
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Los estudios realizados sobre el aporte de Phebodium decumanum analizando los
posibles efectos inmunomoduladores son numerosos, como por ejemplo los resultados
obtenidos en un estudio en dos grupos de ciclistas, sobre el dafio oxidativo y la
disfuncion inmune en el que se analizaba la IL-6, se encontraban sensibles mejoras en el
grupo que tomaba Phlebodium decumanum (De Teresa C, et al, 2003).

Se puede afirmar que los deportistas que lo consumen son capaces de mantener un
nivel de esfuerzo alto durante mas tiempo sin signos de aparicion de fatiga debido a que
tiene efectos reguladores sobre el sistema inmune. (Punzon C., et al, 2001; Punzon, C.,
et al, 2003).

Otro trabajo encuentra en sujetos no entrenados sometidos a un programa de
acondicionamiento fisico de un mes, que después del tratamiento experimental, sus
niveles de IL-6 después del ejercicio eran inferiores y estadisticamente significativos
respecto al grupo que realizando el mismo programa no ingeria Phlebodium
decumanum (Gonzalez Jurado, J.A., 2003).

En nuestro estudio, se observan diferencias estadisticamente significativas (p<
0,05) en cada uno de los grupos entre ambos periodos de tiempo. Se produce al final del
ejercicio fisico un aumento de IL-6 como consecuencia de la inflamacion producida por
el ejercicio fisico intenso, que estd en consonancia con lo expuesto y consultado en la
literatura cientifica.

No obstante, no apreciamos diferencias que sean estadisticamente significativas
entre los grupos cuando se comparan en un mismo periodo de tiempo, por lo que no
podemos afirmar que la suplementacion con melatonina, coenzima Q10 y Phlebodium
repercuta respecto a los niveles plasmaticos de IL-6 en este caso. Al inicio del ejercicio
fisico es cierto que los valores medios de IL-6 en el grupo melatonina, coenzima Q10 y
Phlebodium son muy parecidos entre si y ligeramente inferiores al grupo placebo. Sin
embargo, al final del ejercicio la concentracion de IL-6 mads alta se corresponde con el
grupo melatonina. Aqui es donde residen las dificultades a la hora de tener referencias
bibliograficas, porque no encontramos datos de estudios que permitan compararlos con

los nuestros.

1.2.1.1.2. TNF-0.

El TNFa es sintetizado por las células del sistema mononuclear fagocitico,
aunque también es producido por linfocitos T, neuronas, células de Kupffer y células

endoteliales siendo a su vez sus principales células diana los granulocitos, los
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macroéfagos y las células titulares. Muchas de las acciones del TNF-a coinciden con la
IL-1 y IL-6, pero también existen importantes puntos de distincion (Cohen, M.C., et al,
1996). Sus principales acciones son la activacion de macréfagos, granulocitos y células
citotoxicas, aumento de la adherencia entre los leucocitos y el endotelio vascular,
caquexia, fiebre, induccion de proteinas de fase aguda, estimulacion de la angiogénesis

y aumento de la produccion de moléculas CPH clase 1.

Muchos investigadores han encontrado que el entrenamiento de resistencia de
larga duracion induce aumentos plasmaticos de los niveles de TNF. Asi, Ostrowsky K y
col. (1998), obtuvo como resultados importantes aumentos de TNF-a inmediatamente
después de 2.5 horas de carrera en un tapiz rodante a intensidad media. Rokitzki L y col.
(1994), observan que se produce un incremento del TNF-o en plasma en 14 atletas de
resistencia bien entrenados inmediatamente después de una maratén. Parecidos
resultados consiguieron Moldoveanu A.1. y col. (2000), con aumentos de hasta un 90%
en los niveles de TNF-a tras tres horas de ejercicios de resistencia, pero estos valores

fueron disminuyendo gradualmente durante las siguientes 24 horas.

Dufaux B. y Order U. (1989) encontraron en 8 deportistas jovenes que tras una
carrera de 2,5 horas, el TNF-a alcanz6 sus picos de concentracion en plasma 60 minutos
tras finalizar la carrera, pero estos niveles cayeron a por debajo de los niveles iniciales a
las 2 horas, lo cual hay que tenerlo en cuenta ya que las muestras en nuestro estudio se
obtuvieron inmediatamente después de finalizar la carrera. Estos resultados contrastan
con los obtenidos por Brenner LK. y col. (1999), que publicaron que el TNF-a alcanzo
su pico de concentracion plasmatica 72 horas después de pedalear en un cicloergdémetro

durante dos horas al 60% del VO,max.

La modulacion del TNF-a por el ejercicio segin Moldoveanu A.1. y col. (2001),
parece depender de la intensidad y particularmente por la duracién del estimulo fisico.
Aunque el tiempo que permanece elevado, una vez que se retira el estimulo fisico, todo
indica que no es muy prolongado, de ahi la dificultad de que se detecten niveles

elevados de TNF-a como respuesta estable al entrenamiento.

En nuestra investigacion los resultados obtenidos son parecidos a la mayoria de lo
expuesto en la literatura consultada. Hemos observado que se produce después de la

prueba de ejercicio fisico un incremento de TNF-a en todos los grupos (lo cual es
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razonable teniendo en cuenta que es una citoquina proinflamatoria, como ocurria con la
IL-6), siendo mucho mayor ese aumento en el grupo placebo y no tanto en el grupo
coenzima, en los que se constatan diferencias estadisticamente significativas entre el
inicio y el final del ejercicio (p<0,05). Los estudios que se han publicado sobre esta
citoquina, informan de aumentos inmediatamente después o a las pocas horas tras el
ejercicio fisico. Por lo que podriamos pensar que la suplementaciéon de melatonina,
coenzima y Phlebodium revierte en efectos beneficiosos para los sujetos en este caso.
Los niveles de TNF-a tienden a disminuir en individuos que han tomado
melatonina después de una actividad fisica intensa (Johe, P.D., Osterud, B., 2005).
Encontramos en la situacion inicial que el grupo placebo muestra una media mas
alta (21,92 pg/ml) en la concentraciéon de TNF-a y existen diferencias significativas
entre este grupo y el resto, observandose también diferencias significativas entre el
grupo coenzima respecto de los grupos melatonina y Phlebodium en los que estan los
valores mas bajos. Una situacion similar obtenemos al comparar los grupos entre si al
final del ejercicio, por lo que se podria argumentar que el efecto de la melatonina y del
Phlebodium en la disminucion del TNF-a es mas favorable, aunque necesitariamos
disponer actualmente de suficientes estudios de rigor cientifico para poder confirmar

esta conjetura.

1.2.1.2. Citoquinas antiinflamatorias.

1.2.1.2.1. Receptor antagonista de la interleukina-1.

La inflamacion tisular tiene lugar con la doble finalidad de proteger al organismo
de la infeccion y del dafio tisular, y promover la reparacion de los tejidos afectados. En
un primer momento son atraidas quimioticticamente las células efectoras de la
respuesta inflamatoria al tejido dafiado. La siguiente etapa implica la destruccion del
tejido afectado mediante la infiltracion de células que lo eliminan, y finalmente decae la
inflamacion, permitiendo la restauracion estructural y del normal funcionamiento del
tejido. Todo este proceso estd estrictamente regulado en el organismo (Moldoveanu,
AL, et al, 2001). Un papel fundamental en este proceso lo cumplen las citoquinas
antinflamatorias, que entre otras acciones, atenuan la inflamacion restringiendo la
produccion de citoquinas proinflamatorias y estimulando a sus receptores solubles
antagonistas y proteinas de fijacion (Kluth, DC., Rees, AJ, 1996).

El TNF-a es eliminado rapidamente de la circulacion (fundamentalmente por la
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accion de sus receptores solubles) (Cordova, A.,Alvarez-Mon, M., 2001; Bemelmans,
MHA, et al, 1996), por un proceso que consta de dos pasos. En primer lugar se inactiva
por la union a proteinas fijadoras de TNF-o (TNF-BP) o también por medio de alguno
de los dos receptores solubles de TNF-a (TNF-Irs y TNF-IIrs). El siguiente paso
consiste en su eliminacion por via renal y en menor grado es metabolizado en el higado
(Cordova A., Alvarez-Mon, M., 2001). Tanto los receptores solubles del TNF-a como la
fijacion a los TNF-BP, pueden reducir sensiblemente los efectos mas nocivos del TNF-
a, amortiguando de este modo su actividad y aumentando la estabilidad biolégica
controlando su biodisponibilidad mediante la liberacion gradual al torrente circulatorio

(Bemelmans, MHA et al, 1996; Moldoveanu, AL, et al, 2001).

La IL-1ra (antagonista del receptor de IL-1) es una citoquina antinflamatoria, ya
que inhibe la accion de la IL-1 (Cordova A, et al, 2001). Actia bloqueando la fijacién
de la IL-1 a los receptores de la superficie celular. Se considera que esta citoquina forma
parte de un mecanismo natural que restringe la extension de los potenciales efectos
perjudiciales de la IL-1 (Ruth, JH. et al, 1996). La IL-1 es producida por macréfagos y
c¢lulas B, ademas de fibroblastos, astrocitos, siendo sus células diana las células T y B,
células titulares macrofagos y endotelio. Sus principales efectos son la activacion de
linfocitos, estimulacion de macréfagos, mayor adherencia entre leucocitos y endotelio,

fiebre y sintesis de proteinas de fase aguda.

Parece ampliamente aceptado que el ejercicio fisico induce un claro e inmediato
aumento de las citoquinas denominadas antinflamatorias. Quizas la mas estudiada o al
menos sobre la que hemos encontrado mayor cantidad de publicaciones sea la IL-1ra.
La mayoria de la literatura consultada informa sobre el aumento de esta citokina en

respuesta a la practica de ejercicio fisico (Nieman, D.C. et al, 1997).

El ejercicio intenso induce un incremento de citokinas proinflamatorias como el
TNF-a (y IL-1), junto con un considerable incremento de IL-6. A su vez esta respuesta
es equilibrada por la secrecion de citoquinas inhibidoras como la IL-1ra y los receptores
solubles del TNF-a. (Ostrowski, K. et al, 1999). En un estudio realizado se pudo
observar que después de una carrera de maraton, el TNF-a y IL-1 aumentaron sus
niveles 2 veces, mientras que la IL-6 aumentd sus niveles 50 veces, y a continuacion se
produjo un incremento de la concentracion de IL-1ra (Ostrowski, K. et al, 1998).Estos

hallazgos sugieren que las citoquinas antinflamatorias restringen la magnitud y duracién
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de la respuesta inflamatoria al ejercicio fisico intenso, ya que la accion de las citoquinas

debe regularse de forma temporal.

La mayoria de las publicaciones valoran los niveles de citoquinas inmediatamente
después del estimulo generador del estrés, de este modo en el caso de las
antinflamatorias se muestran aumentos durante o justo al término del ejercicio,
esperandose una recuperacion de los niveles normales o incluso inferiores, a los pocas
horas. Drenth JPH y col. (1995), hallaron en corredores de elite un incremento de
plasma de IL-1ra, inmediatamente después de una carrera de resistencia de 6 horas.
Resultados similares se observaron en el andlisis realizado inmediatamente después de
correr una maraton (Suzuki, K. et al, 2000). Ostrowsky K y col. (1998), por ejemplo,
advirti6 aumentos significativos mas tardios de esta citoquina, pero que no pasaron de
entre una y dos horas tras la aplicacion del estimulo fisico, el cual fue de 2.5 horas de

duracién y al 75% del VO,max.

A la vista de nuestros resultados tras el analisis estadistico podemos observar que
los valores de IL-1 ra son bajos y similares en todos los grupos antes del ejercicio. Al
final del ejercicio aumentan considerablemente los niveles de IL-1 ra en cada grupo
constatdndose diferencias significativas (p<0,05) entre ambos periodos de tiempo. Estos
resultados eran previsibles de acuerdo a lo consultado en la literatura cientifica si
tenemos en cuenta que las extracciones de muestras sanguineas se tomaron

inmediatamente tras el ejercicio.

Al final del ejercicio se observan diferencias significativas entre los distintos
grupos. Los valores mas elevados corresponden al grupo melatonina seguido del grupo
Phlebodium decumanum. Estos valores elevados de esta citoquina antiinflamatoria
podrian sugerirnos el efecto inmunomodulador de la respuesta inmune de ambos

suplementos.

1.2.1.2.2. Receptor soluble II del TNF-a.

La actividad inmunomoduladora de una fraccién hidrosoluble de Phlebodium
decumanum que previamente habia mostrado actividad antinflamatoria fue analizada in
vitro. Phlebodium inhibe la produccion de TNF por macréfagos activados con

lipopolisacaridos, asi como la produccion de IL-6 fue parcialmente inhibida. Ademas el
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extracto de Phlebodium incrementa la liberacion de receptor soluble II del TNF
(TNF rll) y del receptor antagonista de la interleuquina-1 (IL-1 ra). Por tanto,
Phlebodium tiene dos actividades antiinflamatorias “in vitro”: disminuye la produccion
de TNF-a (citoquina proinflamatoria) y aumenta IL-1 ra y TNF rll (citoquinas
antiinflamatorias) las cuales pueden neutralizar la actividad de la IL-1 y del TNF-o,

respectivamente (Punzon C., et al, 2003).

En nuestro estudio, observamos que al inicio del ejercicio existen diferencias
significativas entre el grupo placebo (en el que los valores de TNF-o_rIl son mas bajos)
y los grupos que han ingerido suplementos. A la vista de los resultados, se aprecian
diferencias significativas (p<0,005 y p<0,002) en los grupos melatonina y Phlebodium
entre ambos periodos de tiempo en los que después del ejercicio aumentan los niveles
de esta citoquina antiinflamatoria, al contrario de lo sucedido para los valores de TNF-a
en donde las diferencias significativas se encontraban en los grupos placebo y
coenzima. Al final del ejercicio fisico, los valores de esta citoquina antiinflamatoria son
inferiores en el grupo placebo, seguido del grupo coenzima. Se alcanzan los valores mas
altos en los grupos melatonina y Phlebodium, similares resultados a los expuestos para
la otra citoquina antiinflamatoria analizada, IL-1 ra. Por tanto, podemos afirmar que la
suplementacion con melatonina y Phlebodium es beneficiosa teniendo un efecto
inmunomodulador al aumentar los niveles de citoquinas antiinflamatorias que
contrarresten y limiten temporalmente los efectos de la inflamacion inducida por el

ejercicio fisico intenso. No pudiéndose extraer iguales conclusiones para el coenzima

Q1o.

1.3. RESPECTO DE OTRAS DETERMINACIONES EN PLASMA.

1.3.1. Niveles de viscosidad plasmatica.

Las propiedades fisicas del flujo de la sangre pueden ser evaluadas en los sujetos
a través de la medicion de parametros como la viscosidad plasmatica. Los factores de
riesgo cardiovascular tradicionales (tabaquismo, dislipemia, sedentarismo, obesidad....)
al ser modificados permiten prevenir las patologias cardiovasculares. Es un hecho de
observacion clinica que en un grupo de pacientes con infarto de miocardio, entre un 10-
15% de ellos no tienen aparentemente factores de riesgo imputables. Este es el motivo

por el que tltimamente cobra interés estudiar la reologia de la sangre. Los estudios al
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respecto muestran que la viscosidad sanguinea es un factor de riesgo cardiovascular
(Lowe G.D., et al, 1997).En otras publicaciones se analiza la relacion entre la viscosidad
y la enfermedad coronaria. (Junker, R., et al, 1998).

La viscosidad plasmatica depende de la concentracion de proteinas en el plasma y
mas particularmente de macromoléculas como el fibrindgeno, que es mas importante
que las inmunoglobulinas o lipoproteinas el aumento de la viscosidad. (Hernan Prat,

2003).

En nuestro estudio, se observan diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) para cada grupo entre ambos periodos de tiempo, ya que los valores de
viscosidad plasmatica disminuyen después de realizarse la prueba de ejercicio fisico.
Esto es logico si tenemos en cuenta que después del ejercicio fisico se produce una
hemoconcentracion por pérdida de liquidos. No hay diferencias significativas para los
valores de viscosidad plasmatica entre los grupos ni al inicio ni al final del ejercicio. Se
encuentran los valores mas altos de viscosidad en el grupo coenzima y en el grupo

Phlebodium al inicio del ejercicio fisico.

1.3.2. Niveles de Melatonina.

La melatonina es una molécula altamente conservada. Su presencia se remonta a
los procariotas fotosintéticos. Las funciones primitivas y primarias de la melatonina
serian actuar como un receptor de radicales libres y un antioxidante de amplio espectro.

En la bibliografia existen numerosos estudios que informan y especifican las
funciones de la melatonina. Asi, Reiter y col (2000) demuestran la funcion de la
melatonina neutralizando radicales libres como especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno y estimulando enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa, glutation

peroxidasa y glutation reductasa.

Muiioz-Hoyos A y col (2001) estudiaron los efectos del propanolol y el ejercicio
sobre la produccion de melatonina y la produccion de hormona del crecimiento en nifios
encontrando un descenso en los niveles de melatonina plasmaticos a los 120 y 140
minutos después de realizar el test. Las conclusiones que obtuvieron fueron que existe
una relacion inversa entre la melatonina y la hormona del crecimiento después de
realizar el ejercicio y administrar propanolol, y que la reduccion de melatonina podia

estar relacionada con su descenso por el estrés oxidativo inducido por el ejercicio fisico.
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Tan DX y col (2007) en un reciente estudio han revisado el metabolismo de la
melatonina incluyendo los mecanismos reguladores, los mecanismos de andlisis y
funciones de sus metabolitos, los sitios de sintesis, las enzimas implicadas en dicha
sintesis y la biodisponibilidad en humanos. La capacidad de atrapar radicales libres de la
melatonina se amplia a su metabolito secundario, terciario y cuaternario es ahora
documentada. Aparece la interaccion entre la melatonina con ROS/RNS como un
prolongado proceso que implica a sus derivados como un proceso en cascada. Esta
cascada de reacciones es una novedosa propiedad de la melatonina que explicaria o
aclararia las diferencias con respecto a otros antioxidantes convencionales. La cascada
de reacciones seria altamente efectiva incluso a bajas concentraciones protegiendo a los
organismos frente al estrés oxidativo. La melatonina es encontrada en tejidos y érganos
que son expuestos con frecuencia a agentes hostiles como la piel, o bien 6rganos con un
alto consumo de oxigeno, como el cerebro. La produccion de melatonina puede ser
regulada debido a una restriccion calérica en ratas o por el ejercicio fisico en humanos.
Un intenso estrés oxidativo provocaria una rapida caida de los niveles plasmaticos de
melatonina. Este descenso no estaria relacionado con una menor sintesis aunque si con
un apresurado consumo ya que seria rapidamente metabolizada por su interaccion con
las especies reactivas de Oxigeno y Nitrogeno inducidas por el estrés. Por tanto, la
melatonina es usada como una primera linea defensiva contra el dafio oxidativo. A su
vez, el estado oxidativo del organismo modifica el metabolismo de la melatonina. En el
estudio se informa que cuanto mas alto es el estado oxidativo, mas melatonina es
producida. Incluso la tasa de melatonina y otro metabolito suyo (3-hidroximelatonina)

pueden servir como indicadores del nivel de estrés oxidativo en los organismos.

Los resultados obtenidos en nuestra investigacion corroboran lo encontrado en la
literatura cientifica consultada. Al inicio del ejercicio los valores més altos aparecen en
el grupo que tomaba melatonina como era previsible, observandose diferencias
significativas con respecto a los otros tres grupos en los que los valores son similares.
En nuestras determinaciones hemos encontrado diferencias significativas en todos los
grupos entre el inicio y el final del ejercicio fisico ya que después de la prueba de
ejercicio fisico descienden los niveles plasmaticos de melatonina en todos los grupos
debido a que el ejercicio induce estrés oxidativo y segun lo informado en la
documentacién consultada se consumiria melatonina que actuaria como antioxidante
erradicando radicales libres. Al finalizar el ejercicio es interesante apreciar que los

valores mas bajos de melatonina estan en el grupo placebo encontrandose niveles mas
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altos y similares en los grupos coenzima y Phlebodium. Esto nos podria indicar que en
los grupos coenzima y Phlebodium no se produce un descenso tan rapido en los niveles
plasmaticos de melatonina para frenar el estrés oxidativo como en el grupo placebo
porque no seria necesario, al tener actividad antioxidante tanto el coenzima Q10 como el
Phlebodium.

1.3.3. Niveles de capacidad antioxidativa en plasma.

Son numerosos los estudios en los que se afirma que el ejercicio incrementa la
produccion de especies reactivas de oxigeno hasta un punto en el que se pueden exceder
las defensas antioxidantes y causar estrés oxidativo. Asi, Chevion S y col (2003)
informan que el ejercicio intenso conduce a un incremento en la tasa metabdlica,
aumentando la produccion de especies reactivas de oxigeno debido a la elevacion de la

tasa respiratoria y comprometiendo los sistemas de defensa antioxidantes.

Watson TA y col (2005) realizaron un estudio con 20 atletas varones y 20 varones
sedentarios en el que analizaban varios antioxidantes y marcadores de estrés oxidativo.
La capacidad antioxidativa total tendia a ser mas baja significativamente en los atletas

que tomaron antioxidantes respecto al grupo control.

En un estudio realizado con 37 corredores de maraton para observar los efectos
de la suplementacion con coenzima Q10 y alfa-tocoferol sobre el estrés oxidativo
inducido por el ejercicio y el dafio muscular, se comprobd que el ejercicio incrementa la
peroxidacion de los lipidos plasmaticos y también eleva la capacidad antioxidativa del

plasma (Kaikkonen, J., et al, 1998).

La valoracion de los resultados de los niveles de la capacidad antioxidativa en
plasma son quizds de los mas significativos y reveladores de los realizados en esta
investigacion. En nuestro estudio, al inicio del ejercicio los valores mas bajos
corresponden al grupo placebo y encontramos diferencias significativas entre éste grupo
y los tres restantes en los que los valores son similares. Hemos encontrado diferencias
siginificativas en los grupos melatonina y coenzima entre ambos periodos de tiempo,
aunque no en el grupo Phlebodium. Al final del ejercicio como era previsible, los
niveles de capacidad antioxidativa en plasma es superior en los grupos que tomaron

suplementos con respecto al grupo placebo, mostrando valores similares en los tres
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grupos melatonina, coenzima Q10 y Phlebodium.

1.4. RESPECTO DE LAS DETERMINACIONES EN ERITROCITO.

Un indicador de ejercicio cronico es la comparacion de los valores basales
hematologico-inmunoldégicos en sujetos controles y en deportistas habituales Como
consecuencia, estos resultados basales pueden ser utilizados como indicadores de las
variaciones que produce el ejercicio cronico. (Pedersen, B.K., 2000).

Las ultimas investigaciones relacionan el ejercicio de moderado a exhaustivo, con
la pérdida de sangre, asi como con la ruptura de los eritrocitos debida a eventos
mecanicos, osmoticos y oxidativos. (Smith, J. et al, 1995).Los eritrocitos se alteran
cuando se produce un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes y, evidentemente, se
alteran por la hipoxemia. La mitocondria es una fuente de EROs, porque al hacer
ejercicio aumenta la tasa de consumo de oxigeno en los tejidos.

Desde hace tres décadas se estableci6 que el ejercicio puede causar anemia siendo
causa a su vez de una deficiencia en la oxigenacion de los tejidos. Ahora es mas clara la
asociacion entre el ejercicio cronico y el deterioro en el nimero y forma de los
eritrocitos. Existe un nimero creciente de investigaciones que informan cambios tanto
en los indices fisiologicos de los eritrocitos, como en la eritropoyesis misma, después de
una sesion de ejercicio fisico de alta intensidad (Fallon, K., 2004).

El ejercicio produce una hemoconcentraciéon como como consecuencia de la pérdida
de liquidos a través del sudor y de la distribucion de agua intra y extravascular. Ademas,
como resultado del ejercicio fisico se producen cambios metabdlicos que originan
alteraciones hematologicas, tanto en el niimero total como en las distintas estirpes
celulares.

Se debe diferenciar entre ejercicio agudo y ejercicio cronico (realizado durante
largos periodos de tiempo o de realizado de forma habitual). En el ejercicio agudo se
producen alteraciones durante y después del ejercicio, mientras que en el ejercicio
cronico las alteraciones son a largo plazo.

Se postula que las alteraciones del ejercicio agudo se producen como
consecuencia de la liberacion de adrenalina, mientras que las variaciones del ejercicio
crénico estarian mas influenciadas por el cortisol. (Diaz Martinez, A. et al, 2005).

Petibois C. y Deleris G. (2005) realizaron un estudio con 15 sujetos a los que
sometian a un ejercicio de resistencia a un 75% de VO, durante 19 semanas de

entrenamiento. Tomaron muestras sanguineas antes y después del ejercicio para analizar
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cambios inducidos por la actividad fisica en las concentraciones plasmaticas y en
parametros eritrocitarios. En dicho estudio informan que el entrenamiento del ejercicio
reduce la susceptibilidad de los eritrocitos al estrés oxidativo existiendo una correlacion
entre los cambios plasmaticos y los parametros eritrocitarios.

El ejercicio intenso induce dafio oxidativo en las células sanguineas como
eritrocitos y linfocitos, pero no en neutrofilos. Se realizd6 un estudio para ver la
capacidad del plasma y células sanguineas para detoxificar perdxido de hidrégeno
después del ejercicio intenso y su correlacion con el dafio oxidativo. Se demostrd que el
ejercicio induce hemolisis y linfopenia, inversamente relacionadas con marcadores
celulares de dafio oxidativo. (Sureda, A. et al, 2005).

Seglin un estudio realizado la melatonina protege a los eritrocitos de la
hemolisis por dafio oxidativo siendo consumida en la defensa de estas células (7esoriere

L., et al, 1999).

1.4.1. Niveles de proteinas de citosol de eritrocito.

Los eritrocitos transportan oxigeno a los tejidos y el estrés oxidativo inducido por
el ejercicio incrementa el dafio eritrocitario y su movimiento. El uso de suplementos
antioxidantes puede proteger o potenciar los mecanismos antioxidantes de los eritrocitos
durante el entrenamiento. Marsh S.A. y col (2006) examinaron los efectos de
suplementos como el acido lipoico y el a-tocoferol y/o un programa de entrenamiento
sobre las defensas antioxidantes de eritrocitos en ratas macho Wistar durante 14
semanas. La combinacion de suplementacion con antioxidantes y el entrenamiento
repercutia significativamente incrementando la actividad de enzimas antioxidantes
(glutation peroxidasa, catalasa) no observandose aumentos significativos en los grupos
que so6lo tenian entrenamiento o suplementacion. En otro estudio los resultados indican
que el entrenamiento reduce la susceptibilidad de los eritrocitos al estrés oxidativo.
(Petibois, C., 2005).

Después de finalizar la prueba de ejercicio fisico disminuyen los valores de
proteinas de citosol en los grupos placebo y coenzima Q de forma significativa. En el
grupo melatonina también descienden pero no significativamente, manteniéndose
estables en el grupo Phlebodium. Comparando los grupos antes del ejercicio
observamos que no existen diferencias significativas entre ellos, al contrario de lo que
sucede al finalizar el ejercicio en donde si se aprecian diferencias significativas entre el

grupo Phlebodium en el que los valores son mas altos con respecto a los otros tres
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grupos con niveles de proteinas de citosol de eritrocito similares.

1.4.2. Niveles de proteinas de membrana de eritrocito.

El ejercicio fisico se caracteriza por un incremento en el consumo de oxigeno por
todo el organismo. Esto conduce a un descenso en los niveles de antioxidantes que
podria promover un incremento del dafio a la membrana eritrocitaria con la consecuente
modificacion de la fluidez de membrana. Cazzola R. y col (2003) realizaron un estudio
en el que analizaban diferentes marcadores de estrés oxidativo, fluidez de membrana de
eritrocitos y estado antioxidante en 20 jugadores de futbol profesionales y 20 sujetos
sedentarios como grupo control. Los deportistas mostraron niveles mas altos de
antioxidantes plasmaticos y una mayor fluidez de membrana eritrocitaria.

Otras investigaciones han encontrado que el grupo hemo de la hemoglobina se
relaciona con la oxidacion de las proteinas de membrana de eritrocito (Comporti, M. et
al, 2002).

A la vista de nuestros resultados no apreciamos diferencias significativas entre
los grupos en los valores de proteinas de membrana de eritrocito antes de comenzar la
prueba de ejercicio fisico aunque los valores son ligeramente mas bajos en el grupo
melatonina. Tan solo en el grupo placebo se observa un descenso después del ejercicio
que es significativo. Los valores de proteinas de membrana al final del ejercicio entre
los grupos que han tomado suplementacion son similares y no significativos entre si

tampoco respecto al grupo placebo.

1.4.3. Niveles de Hemoglobina en citosol de eritrocito.

Deleris G y col (2005) indicaron que el estrés oxidativo producido por el ejercicio
afecta fuertemente a los eritrocitos. Sujetos que realizaron 120 minutos de ejercicio de
intensidad progresiva analizando posteriormente con espectrofotometria IR los cambios
estructurales eritrocitarios. Encontraron que después del ejercicio fisico en el estrés
oxidativo inducido por el ejercicio ocurre una peroxidacion de fosfolipidos relacionada
con el VO,max, un descenso de la hemoglobina por desnaturalizacion, lactoacidosis y
hemoconcentracion. El ejercicio puede afectar la concentracion de Hb ya que es posible
encontrar modificaciones en sus valores por ejemplo debido a la hemoconcentracion, o
a cambios en el grado de hidratacion del individuo. (Balaban, E., 1989).

Varios autores han descrito un incremento significativo en la destruccion de
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eritrocitos después del ejercicio fisico intenso y la intensidad de la hemolisis depende de
la distancia recorrida. (O’ Toole M et al, 1988).Una de las causas de esta hemolisis
consiste en que después de un ejercicio fuerte los eritrocitos son mas susceptibles al
estrés, sea de tipo mecanico, oxidativo u osmotico (Smith, J. et al, 1995). El estrés
oxidativo puede alterar la homeostasis i0nica y facilitar la deshidratacion celular. Estos
cambios disminuyen la deformabilidad del eritrocito, lo que a su vez impide su paso a

través de la microcirculacion. (Smith J, et al, 1995).

Si existe lesion tisular causada por el ejercicio fisico intenso, la activacion de los
neutrofilos se convierte en una fuente de EROs (Ji, L., 1996, Peaje, J. et al, 2004).
Estas células activadas pueden causar peroxidacion lipidica en células vecinas como los
eritrocitos, debido a que sus productos son capaces de atravesar la membrana celular y
producir oxidacién de la Hb, para dar lugar al proceso de hemolisis (Weiss, S., 1982). Se
ha podido establecer que el hierro y el grupo hemo de la hemoglobina son fuentes
potenciales de ROS (Leeuwenburgh, C. et al, 2001). Ademas la accidén antioxidante de
los ROS sobre las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y sobre los lipidos de

membrana de eritrocito, se ha asociado con la hemolisis.

En nuestro trabajo encontramos que los valores de hemoglobina en citosol de
eritrocito son similares en todos los grupos antes de comenzar el ejercicio fisico. Se
observan diferencias significativas en cada uno de los grupos entre ambos periodos de
tiempo ya que después del ejercicio los valores descienden en todos los grupos, lo cual
es logico, si tenemos en cuenta que el ejercicio fisico provoca un estrés oxidativo en el
que se produce desnaturalizacion de la hemoglobina como se constata en la bibliografia
consultada. En este caso no podemos afirmar que los suplementos ingeridos influyan
sobre el descenso de hemoglobina al final del ejercicio ya que no hay diferencias
significativas entre los grupos, aunque es cierto que en los grupos melatonina y

coenzima los valores son ligeramente superiores.

1.4.4. Niveles de hidroperoxidos en membrana de eritrocito basales.

Los niveles de hidroperoxidos de las membranas de eritrocitos basales es una
medida suficientemente fiable del grado de estrés oxidativo que existe en tales células

sanguineas después del ejercicio fisico intenso (Mataix Albert, B., 2005)
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Hay que tener en cuenta que el estrés oxidativo de las membranas eritrocitarias
esta estrechamente relacionado con la composicion lipidica de tales membranas, de tal
manera que existen numerosos estudios realizados en situaciones fisiologicas y
patologicas, empleando animales y humanos en los que se afirma que las grasas
poliinsaturadas (aceite de girasol, por ejemplo) generara membranas mas vulnerables al
dafio oxidativo que las grasas monoinsaturadas (aceite de oliva, por ejemplo). (Quiles,
J.L. etal, 1999, Quiles, J.L. et al, 2002; Ochoa, J.J. et al, 2002; Ochoa, J.J. et al, 2003;
Quiles, J.L. et al, 2005). No encontramos datos de estudios en los que se indique si el

ejercicio modifica la composicion lipidica de las membranas.

En un estudio realizado para investigar el efecto de suplementos antioxidantes
(beta-caroteno, vitamina E, vitamina C, selenio y zinc) sobre el incremento del estrés
oxidativo durante el ejercicio a moderada altitud (2.700 m) que supone un incremento
del gasto energético y anoxia tisular, se obtuvieron como resultados un incremento en
los niveles de hidroperoxidos en el grupo placebo después del ejercicio, pero no en el
grupo que tomo6 suplementos. Los resultados de este estudio sugieren que el ejercicio a
una altitud moderada, como es el caso de la prueba de nuestro estudio, esta acompanada
de un incremento del dafio oxidativo (Pfeiffer, J M. et al, 1999). En otra prueba
realizada a gran altitud (4300 m), se constatan incrementos en los niveles de
hidroperéxidos tras el ejercicio, pero en este caso la suplementacién con antioxidantes
no afecta significativamente a los marcadores de dafio oxidativo asociados con el

incremento del gasto energético a gran altitud. (Subudhi, A.W. et al, 2004).

Podemos apreciar en nuestro trabajo que tras el ejercicio fisico se produce un
aumento de hidroperdxidos en membrana de eritrocito basales en todos los grupos ya
que el ejercicio fisico intenso induce estrés oxidativo. El incremento de hidroperoxidos
basales es mayor ligeramente en el grupo placebo que en los grupos que ingirieron los
suplementos supuestamente antioxidantes lo que se ajusta con los resultados del estudio
de Vicent y col. (2006), y que coincide con lo expuesto en la literatura consultada, e
indica un menor indice de dafio oxidativo en los grupos que han ingerido tales
suplementos, aunque si bien es cierto, no se muestran diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos, pero podriamos pensar de acuerdo con uno de los
objetivos de este estudio que es valorar la capacidad antioxidante de estos suplementos
que cumplen tal funcién, siendo el grupo coenzima en el que tras el ejercicio aparecen

los valores mas bajos de hidroperéxidos por lo que tendria mayor proteccion
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antioxidativa.

1.4.5. Niveles de hidroperoxidos en membrana de eritrocito inducidos con AAPH.

Con la finalidad de observar mejor la defensa frente al dano oxidativo se indujo
una agresion oxidativa con el compuesto AAPH (Azobis-amidinopronano) que es un
compuesto capaz de generar radicales libres (Mataix Albert, B., 2005).

En este caso, los resultados obtenidos difieren ligeramente respecto a los niveles de
hidroperéxidos basales, sobre todo cuando analizamos el efecto que produce el ejercicio
fisico en cada grupo. Cuando se comparan los valores obtenidos en cada uno de los
grupos después de finalizar la prueba de ejercicio fisico no aparecen diferencias
significativas sino que encontramos valores similares entre ambos periodos de tiempo.
Sin embargo, comparando los cuatro grupos en el mismo periodo de tiempo (al finalizar
el ejercicio), se aprecia que existen diferencias significativas entre el grupo placebo y
los otros tres grupos con suplementacién en los que los valores son similares. En el
grupo placebo se obtienen mayores niveles de hidroperoxidos inducidos lo que muestra
un mayor dafio oxidativo causado por la actividad fisica, mientras que la melatonina, el
coenzima Q y el Phlebodium parece que condicionan en los eritrocitos una mayor

proteccion oxidativa.

2. RESPECTO DE LAS VARIABLES EN ORINA.

2.1. Niveles de 8-hidroxiguanosina en orina.

Las células continuamente producen radicales libres como parte de sus procesos
metabolicos. El ejercicio puede romper el equilibrio entre EROs y antioxidantes
causando estrés oxidativo en el que una de las macromoléculas diana de dafo es el
ADN. No esté del todo claro que el ejercicio incremente la necesidad de antioxidantes
adicionales en la dieta. (Urso, M.L., Clarkson PM., 2003).

La energia requerida durante el ejercicio fisico causa una mayor demanda de
oxigeno para suministro de los tejidos, lo que supone una mayor produccion de
radicales libres y afecta a la capacidad de los sistemas enddgenos de defensa celulares.
Esto repercute en modificaciones en las bases del ADN, de entre las cuales la 8-

hidroxiguanosina es la mas importante y ha sido usada como un biomarcador de
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lesiones oxidativas in vivo. (Pilger, A. et al, 1997).

Inoue, T. et al (1993), comprobaron la elevacion en los niveles de 8-
hidroxiguanosina en orina después de pruebas de natacion o en carreras de larga
distancia, y supusieron que la reparacion del dafo oxidativo al ADN estd aumentada por
el gjercicio. Sin embargo, en un estudio en el que se median los niveles de 8-OHdG en
leucocitos humanos para evaluar el dafio oxidativo en el ADN y su relacién con el
consumo de tabaco, alcohol y ejercicio fisico moderado, no se modificaron dichos
niveles significativamente con el ejercicio moderado, si con el habito tabaquico

(Lodovici M, et al. 2000).

En el estudio sobre el efecto de antioxidantes (beta-caroteno, vitamina E, vitamina
C, selenio y zinc) sobre marcadores de dafio oxidativo en el ejercicio a moderada altitud
tanto en el grupo placebo como en el grupo con suplementacidon, se observan
incrementos en los valores de 8-hidroxiguanosina estadisticamente significativos
después del ejercicio (Pfeiffer, JM. et al, 1999). Ademas en otra investigacion con 18
deportistas varones que realizaron 60 min en un cicloergondmetro se apreciaron
incrementos estadisticamente significativos en los valores de 8-hidroxiguanosina en
muestras tanto al finalizar el ejercicio como al dia después. Esto demuestra que una hora

de ejercicio puede inducir dafio oxidativo. (Orhan, M., et al, 2004).

Asami, S. y col (1998) investigaron los efectos del ejercicio fisico espontaneo y
forzado sobre los niveles de 8-hidroxiguanosina, un indicador de dafio oxidativo del
ADN, en o6rganos de ratas (corazon, pulmén e higado). Establecieron tres grupos
experimentales: un grupo con ejercicio espontaneo, un grupo con ejercicio forzado y
otro grupo sedentario control. Los resultados demostraron que la intensidad del ejercicio
es un importante determinante en el dano al ADN y que el ejercicio espontaneo es

beneficioso para mantener un nivel bajo de dafio oxidativo en el ADN.

Hemos observado al inicio del ejercicio fisico que no existen diferencias
significativas entre los grupos aunque, si bien es cierto que, los valores son mas altos
aparecen en el grupo placebo siendo similares en los tres grupos con suplementacion.
En nuestro estudio los resultados nos muestran claramente la existencia de diferencias
significativas en cada grupo entre ambos periodos de tiempo, aumentando los valores de

8-hidroxiguanosina después de finalizar la prueba de ejercicio fisico. Tenemos a nuestra
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disposicion documentacion consultada en la que se considera que la elevacion de los
niveles de 8-hidroxiguanosina es un signo objetivo del dafio al ADN como
consecuencia del estrés oxidativo inducido por el ejercicio fisico (Loft S et al, 1993,
Inoue, T. et al, 1993, Pilger, A. et al, 1997, Pfeiffer, J.M. et al, 1999; Urso, M.L., et al,
2003, Orhan, H., et al, 2004).

Por tanto, es congruente que constatemos en nuestra investigacion al final del
ejercicio fisico, un aumento de los valores de esta variable en orina en todos los grupos,
siendo ese aumento mayor en el grupo placebo y con diferencias significativas con
respecto a los otros tres grupos en los que aparecen resultados similares. Por tanto, a la
vista de los resultados obtenidos se confirma el papel protector de los suplementos

empleados frente al estrés oxidativo inducido en el ejercicio fisico intenso.

2.2. Niveles de Creatinina en orina.

La creatinina es un producto de degradacion de la creatina, la cual es una parte
importante del musculo. La creatina es un compuesto organico derivado de los
aminoacidos y muy similar a ellos en cuanto a estructura molecular. Se sintetiza en el
higado, pancreas y rifiones a partir de aminodcidos como la arginina, glicina y
metionina. La creatina también se encuentra presente en alimentos plasticos como la
carne, el pescado, los productos lacteos y el huevo. Se comercializa en forma de
suplemento dietario, sobre todo en dietas que buscan un aumento del musculo.

La fuente mas importante de energia dentro de las fibras musculares es el ATP,
con sus enlaces fosfato de alta energia. Cuando se produce la hidrdlisis de uno de estos
enlaces, se libera energia y el ATP se convierte en ADP. La fosfocreatina representa una
fuente de energia de reserva porque interviene en la fosforilacion del ADP en ATP. Por
eso, por sus funciones relacionadas con la resintesis de ATP en el musculo ante
esfuerzos de origen anaerdbico, de elevada intensidad y corta duracion, la
suplementacion con creatina es utilizada por deportistas. La produccion diaria de
creatina y posteriormente de creatinina depende de la masa muscular, la cual fluctia
muy poco en la mayoria de las personas normales durante largos periodos de tiempo. La
creatinina es, por tanto, un producto de desecho que se elimina por la orina. Es
producida por el organismo en cantidad constante y eliminada de forma también
constante, si la funcion renal es normal. La cantidad producida y eliminada de creatinina

por dia no depende de la alimentacion (a diferencia de la urea). Los valores normales
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son altamente dependientes de la edad y la masa muscular de la persona a quien se la
toma la muestra de orina. Los valores de referencia de creatinina en orina en adultos
sanos son muy variables y pueden fluctuar de 500 mg/24 h a 2.000 mg/24 h, aunque hay
otras fuentes bibliograficas que indican valores de 0,13-0,22 mmol por kg /24 h (< 40
mg/24 h (varén) o < 0,75 mmol/24 h) (Balcells, A, 1993). El rifidén tiene una gran
capacidad de reserva, lo que puede enmascarar la existencia de un posible trastorno en

su funcion depuradora.

Encontramos en nuestra investigacion que en cada uno de los grupos al finalizar el
ejercicio aumentan los niveles de creatinina en orina (mg/dl) encontrandose diferencias
significativas entre el inicio y el final del ejercicio, lo cual es 16gico y coincide con lo
encontrado en la bibliografia, ya que el ejercicio supone un gasto energético por lo que
aumenta el consumo de fosfocreatina por el musculo y su degradacion a creatinina.
Antes de comenzar el ejercicio fisico los valores mas altos de creatinina en orina se
corresponden con el grupo placebo, siendo similares en los grupos con suplementacion
aunque no se constatan diferencias significativas entre los cuatro grupos. Sin embargo,
comparando los grupos al finalizar el ejercicio encontramos que aparecen los valores
mas altos y similares entre si en el grupo placebo y melatonina, en los que el gasto de
creatina ha sido mayor, mostrando diferencias significativas con respecto al grupo
coenzima y Phlebodium en los que el aumento de creatinina en orina tras el ejercicio ha

sido menor.
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Como consecuencia de los resultados presentados y de todo lo expuesto en la

discusion de este estudio, podemos concluir que:

1. Tras la realizacion de la prueba de ejercicio fisico intenso y fatigante los sujetos de
este estudio manifiestan respuestas inflamatorias (IL-6 y TNF-a) y se confirma la
presencia de un estrés oxidativo inducido por el ejercicio como indican los mayores
niveles plasmaticos, eritrocitarios e indicadores de dafio oxidativo analizados

(capacidad antioxidativa total, 8-hidroxiguanosina...).

2. Los grupos que han ingerido suplementos presentan al finalizar el ejercicio respuestas
minimizadas de inflamacion (TNF-a) y un aumento de los niveles de citoquinas
antiinflamatorias (IL-1 ra y TNF-a_rlIl) con respecto al grupo placebo, lo cual pone de
manifiesto el efecto modulador sobre la disfuncién inmune provocada por el ejercicio
fisico de estos suplementos, sobre todo la melatonina y el preparado a base de

Phlebodium decumanum.

3. Por otra parte, los mejores resultados obtenidos en los pardmetros de estrés oxidativo
en los grupos que han ingerido suplementos evidencian un papel antioxidante de estos
productos con respecto al grupo placebo, al proteger frente al dafo oxidativo siendo en
este caso mayor el efecto beneficioso en el grupo melatonina y coenzima como se
observa para los biomarcadores de capacidad antioxidativa total en plasma y 8-

hidroxiguanosina en orina.

4. Por lo tanto, la ingesta de melatonina, coenzima y el preparado a base de Phlebodium
decumanum supondrian una proteccion frente a los efectos adversos derivados de la
practica fisico-deportiva como son el estrés oxidativo y la inflamacion, repercutiendo en
una mayor defensa antioxidante del organismo frente a la cascada oxidativa y
mejorando la inmunoproteccion, lo que resulta ventajoso para los practicantes de

actividad fisica como hébito saludable para mejorar la calidad de vida.

M® Carmen Garcia Morales 272




Tesis Doctoral PERSPECTIVAS FUTURAS

Hay que considerar el elevado nimero de publicaciones que se realizan en la
actualidad como consecuencia de la incesante y prolifica investigacion en relacion a la
actividad fisica y la salud, debido a la importancia que tiene el hecho de averiguar en
profundidad las condiciones idoneas y mas beneficiosas para la practica del ejercicio
fisico como habito de vida saludable con la finalidad de mejorar la calidad de vida de la

poblacion.

En este contexto, seria interesante poder repetir este trabajo pero ampliando el
tamafio de la muestra con un mayor nimero de sujetos participantes para poder extraer

conclusiones mas generales.

No menos importante seria el modificar las condiciones en las que transcurrio la
prueba de ejercicio fisico en cuanto a duracion, itinerario, temperatura....para poder
extraer conclusiones sobre qué tipo de ejercicio fisico resulta mas adecuado y como
debe realizarse, previniendo los efectos nocivos de una practica deportiva realizada en

condiciones adversas para la salud.

Otra linea de trabajo seria administrar los suplementos con una duracién del
tratamiento mas amplia contrastando los resultados lo que podria dar informaciones
interesantes. De cualquier manera, se podrian elegir otros suplementos y compararlos

con los analizados en este trabajo.

Por ultimo, el aporte de suplementos a la dieta, su repercusion y proteccion sobre
la salud paliando o minimizando el estrés oxidativo inducido en el ejercicio fisico
intenso, como finalidad de este trabajo, podria tener efectos beneficiosos sobre las
consecuencias negativas que dicho estrés oxidativo ocasiona en el organismo.
Precisamente por ello, nuestro propdsito con este estudio ha sido dar un paso mads para

intentar ayudar a avanzar en esta compleja pero interesante linea de investigacion.
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ANEXOS.

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO Y COMPROMISO.

Yo, D.

con D.N.L consiento que se me administre de forma voluntaria el
producto antes de la prueba atlética que voy a realizar de subida a
Sierra Nevada en el dia , habiendo sido informado previamente de las

caracteristicas y uso ya contrastado exento de complicaciones del producto resefiado.
De igual manera me comprometo a proporcionar la informacion oportuna que se me
pida sin ocultar o falsear los datos para llevar a cabo el proyecto de investigacion.

Firma:

Fdo:

En Granada, a de de 200 .
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FICHA PERSONAL Fecha:
Nombre:
Apellidos:
Fecha de nacimiento: Edad:

Lugar de residencia habitual:

Teléfono. ; Ocupacion:
1. ;Como considera que es actualmente su estado de forma
fisica?
2. ;Hace ejercicio de forma habitual?
3. ¢(Con qué frecuencia?
4. ;Cuanto tiempo aproximado por sesion?
5. ¢Padece actualmente alguna lesion? Jeual?
6. ¢;Ha tenido anteriormente alguna lesion? ;eual?
7. (Padece alguna enfermedad? Jeual?
8. ¢Esta tomando alguna medicacion? Jcual?
9. ¢Sigue alguna dieta estricta?
10. (| Es fumador habitual?
11. ;Es bebedor habitual?
OBSERVACIONES:
Firmado:
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Nombre:

Apellidos:

FICHA CONTROL.

OBSERVACIONES GENERALES:

Detalla si has tenido alguna enfermedad durante el tiempo previo a la prueba de

ejercicio fisico, si has tomado algiin medicamento o si has sufrido algin tipo de lesion

fisica que pueda repercutir.

1. SUPLEMENTACION.

VIERNES

SABADO

DOMINGO (DIA DE LA PRUEBA).

Desayuno

Almuerzo

Cena

Marca los dias y las tomas en las que has tomado correctamente el suplemento.

OBSERVACIONES:
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2. DIETA HABITUAL.
Sefiala los dias previos a la prueba en los que has tenido cambios bruscos en tu dieta
habitual, ya sea por exceso o por defecto. Senala los dias y resume las variaciones y sus

causas.

OBSERVACIONES:

3. EJERCICIO FiSICO.
Senala los dias previos a la prueba en los que has realizado mas ejercicio fisico del

habitual para ti y el tiempo aproximado.
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