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ABSTRACT






Abstract

Regular physical activity prevents diseases and improves our quality of life. Acute
exercise induces oxidative stress, but also produces antioxidant defences. Our aim was to
determine oxidative damage and antioxidant defences, and evaluate the ergogenic capacity of

melatonin in acute exercise.

Both maximal and submaximal exercises, in healthy volunteers, decreased membrane
fluidity, quantified by fluorencence spectroscopy, and increased protein carbonilation, which
indicates protein damage. At the same time, total antioxidant status and catalase, superoxide-
dismutase, glutathione-peroxidase, and glutathione-reductase activities were increased.
Melatonin increased distance, speed, time, and maximal oxygen consumption in the animal

model of maximal exercise.

In conclusion, free radicals generated during acute exercise provoke an adaptation,
increasing antioxidant defences. Moreover, melatonin administration is advantageous for

sports performance.






RESUMEN






Resumen

La actividad fisica regular previene enfermedades y mejora nuestra calidad de vida. El
ejercicio agudo induce estrés oxidativo, aunque también produce defensas antioxidantes.
Nuestro objetivo fue cuantificar el dafo oxidativo y defensas antioxidantes y evaluar la

capacidad ergogénica de la melatonina en ejercicios agudos.

Los ejercicios maximos y submaximos, en los voluntarios sanos, disminuyeron la fluidez
de membrana, cuantificada mediante espectroscopia de fluorescencia, y aumentaron la
carbonizacién proteica, marcador de dafio a proteinas plasmaticas. Al mismo tiempo se
incrementaron la actividad total antioxidante y las actividades de la catalasa, superdxido-
dismutasa, glutation-peroxidasa y glutatidon-reductasa. La melatonina incremento la distancia,
la velocidad, el tiempo y el consumo maximo de oxigeno en el modelo animal de ejercico

maximo.

En conclusidn, los radicales libres producidos durante ejercicios agudos conducen a
una adaptacion, aumentando las defensas antioxidantes. Ademads, la administracién de

melatonina resulta ventajosa para el rendimiento deportivo.
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Introduccion

RADICALES LIBRES

CONCEPTO DE RADICAL LIBRE

Todos los atomos estdan compuestos por un nucleo, formado por protones y
neutrones, y una corteza de electrones que se mueven alrededor del nucleo, dentro de
orbitales. Estos son las zonas del espacio donde la posibilidad de encontrar un electrén es
mayor. Los electrones tienen distintos niveles energéticos y dependiendo de ellos, se
distribuyen en un tipo de orbital u otro. En cada orbital puede haber hasta dos electrones
girando sobre su propio eje, lo que genera de esta forma energia magnética que viene
determinada por el cuarto nimero cuantico o de spin que puede representarse por + % o por —
%, segun el sentido de giro horario o antihorario respectivamente. Si en un orbital se
encuentran dos electrones apareados, sus sentidos de giro son opuestos, anulandose de esta
manera la energia magnética generada por cada uno de ellos al girar (spin + % se anularia con
el spin — %), pasando este atomo a llamarse diamagnético. Los electrones tienden a asociarse
con otro electrdn, de forma que aparean sus sentidos de rotacion en un sistema de baja

energia.

Un radical libre es aquella especie quimica, bien sea atomo, molécula o parte de ésta,
capaz de una existencia independiente, que posee uno o varios electrones desapareados en su
orbital mas externo (Halliwell 1991). El electrén desapareado tiene un momento magnético no
compensado que hace que la molécula tenga una carga magnética, llamandose
paramagnética. La carga eléctrica de un radical libre puede ser positiva, negativa o neutra. Los
electrones tienden a estar pareados en su orbital, debido a que esta es la configuracion
energética mas estable, por ello el radical libre tiende a recuperar la estabilidad cediendo un
electron, agente reductor, o captando un electrdn, agente oxidante. De esta forma el radical
libre se estabiliza, pero a expensas de desestabilizar la molécula a la que ha donado o a la que
ha sustraido un electrén, ya que esta molécula deja de tener sus electrones pareados,
convirtiéndose pues en un radical libre (Halliwell 1993). La vida media de los radicales libres es
muy corta y depende del tiempo que tardan en reaccionar con otro atomo o molécula para
conseguir captar o ceder su electrén desapareado y asi compensar el spin de su orbital mas

externo.
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Esfuerzo fisico agudo, estrés oxidativo y melatonina

TIPOS DE RADICALES LIBRES

Existen una cantidad enorme de radicales libres, tanto derivados del oxigeno como del

nitrégeno, del carbono o del azufre.

1. ESPECIES REACTIVAS DERIVADAS DEL OXIGENO

Se denominan especies reactivas dependientes del oxigeno (EROs), tanto a los
radicales libres relacionados con el oxigeno como a sus moléculas precursorasy a los derivados
de estos. Algunas son verdaderos radicales libres, como el radical hidroxilo. Otras simplemente
son fuente de radicales libres, como el peréxido de hidrégeno, pero no son radicales libres ya

que tienen sus electrones apareados.

o*2p

O
O
O
O

n2p

DO WO W @
@aw @ @ @dd

» (D @ @ 6
S C) @ ) i
) @ ) 6
s (D @ @ 6
SO @ 6 6

0, '0, 0y H,0,
Oxigeno molecular Oxigeno singlete Radical superéxido Perdxido de hidrégeno

Figura 1. Configuracién electrénica de los orbitales moleculares de varias especies reactivas dependientes de

oxigeno.

1.1. OXiGENO MOLECULAR

En la naturaleza, el oxigeno como tal aparece en forma molecular o diatomica (O,). El
oxigeno diatédmico contiene 16 electrones, distribuidos en orbitales moleculares. El oxigeno
molecular es un radical libre ya que posee dos electrones desapareados en sus orbitales mas

externos (Figura 1). Ambos electrones tienen el mismo sentido de rotacidén, por lo que son
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electrones desapareados con el mismo spin. El oxigeno sélo interactuara con radicales cuyos
electrones tengan spines complementarios a los del oxigeno, lo que se denomina “restriccion

de spin”. Por ello, el O, es un birradical de muy baja reactividad.

1.2. OXiGENO SINGLETE

La molécula de oxigeno puede presentarse con otras configuraciones electrdnicas en
sus Ultimos orbitales. Si los dos electrones de estos orbitales se configuran con spines opuestos
(Figura 1) se forma una molécula llamada oxigeno singlete (*0,). El 'O, no es un radical libre

aunque debido a que es una forma excitada reacciona facilmente con otras moléculas.

El 'O, se produce por absorcién de energia electromagnética a partir del oxigeno
molecular. Esta energia hace que uno de los electrones del ultimo orbital cambie el sentido de
su spin. La absorcién de grandes cantidades de energia por el oxigeno para generar 'O, se
encuentra restringida a sucesos fotoquimicos (Sik, Paschall y cols. 1983; Zigler y Goosey 1981).
También puede formarse en reacciones de oxidacion de diversas especies o durante
reacciones enzimaticas. Puede interaccionar con otras moléculas transfiriéndoles la energia de
su excitacion o combinandose con ellas. El 'O, tiene la capacidad de sustraer un hidrogenion
(H") de un &cido graso insaturado, comenzando de este modo la reaccién de peroxidacion

lipidica (Halliwell y Gutteridge 1990)
1.3. RADICAL SUPEROXIDO

El radical superodxido (-O,’) procede de la reduccidon de una molécula de O,. Se produce
en todas las células eucariotas animales, sobre todo en la mitocondria y el reticulo

endoplasmatico (Fridovich 1978; Nohl y Hegner 1978).

En la cadena respiratoria en estado 4, un estado controlado y altamente reducido en la
mitocondria, entre el 1y el 2 % de los electrones transportados da lugar a -0, (Boveris, Oshino
y cols. 1972). También se forma este radical al producirse el estallido respiratorio de las células
fagociticas y como producto de muchas reacciones enzimaticas, como las que implican a la
xantina oxidasa o al citocromo P450 a nivel del reticulo endoplasmatico. También se forma por
la autooxidacidon de otras moléculas, como las xantinas, catecolaminas, compuestos tidlicos,
flavinas y hemoproteinas en presencia de cantidades traza de metales (Valko, Morris y cols.

2005).
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El radical superéxido producido en la mitocondria puede lesionar los transportadores
de la cadena respiratoria mitocondrial y el acido desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial (Sohal
y Brunk 1992). Aunque el -O," no es muy toxico, es la principal fuente de formacién de
perdxido de hidrégeno (H,0,), capaz de atravesar membranas y, a su vez, es un precursor del
radical hidroxilo (-OH), la especie reactiva de mayor toxicidad (Halliwell 1991). También el -0,
puede reaccionar con el radical dxido nitrico (-NO), y formar el anién peroxinitrito (ONOQ’)

(Brzeszczynska y Gwozdzinski 2008).

1.4. PEROXIDO DE HIDROGENO

El H,0, no es un radical libre como tal, ya que no posee electrones desapareados en su
ultimo orbital (Figura 1), pero se le considera una especie reactiva ya que es precursor de otros
radicales libres. Es la forma menos reactiva de las EROs, pero su importancia recae en su
capacidad para atravesar membranas bioldgicas. Debido a esto, puede dar lugar a reacciones
de oxidacién en puntos de la célula mas alejados de su lugar de produccion participando en

numerosas reacciones que dan lugar a la generacién de radicales libres.

El H,0, no es téxico en concentraciones fisioldgicas, pero se puede convertir en -OH
mediante la reaccién de Fenton-Haber-Weiss (Fenton 1894; Haber y Weiss 1934). El hierro (Fe)
y el cobre (Cu) son metales de transicion muy comunes. El dafio producido por estas

reacciones dependerd pues de la disponibilidad y localizacién de estos metales.

Fe(ll) o Cu (1)
‘02_ + HzOz —» OH+OH + 02

1.5. RADICAL HIDROXILO

El -OH es el radical libre mas reactivo y, por ello, dafiino que existe, con una vida media
de un nanosegundo. No tiene gran poder de difusién porque reacciona con toda
macromolécula vecina, ya sean acidos nucléicos (Anson, Mason y cols. 2006; Sastre, Pallardo y
cols. 2000), proteinas (Yu 1994) o lipidos (Halliwell y Gutteridge 1990). Ademas no se conoce
ninguna enzima que lo detoxifique directamente, posiblemente porque el propio radical la

destruiria.
En el ser vivo se puede producir por varios mecanismos:

1. Fision homolitica del agua. Aunque es poco frecuente, puede formarse a consecuencia

de radiacion de alta energia (rayos X, rayos y).
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2. Ruptura fotolitica del H,0,, la luz UV no tiene suficiente energia como para dividir una
molécula de agua, pero puede escindir una molécula de H,0, en dos moléculas de
radical hidroxilo.

3. Reacciones de Fenton — Haber — Weiss (Fenton 1894; Haber y Weiss 1934), en la que
una molécula de H,0, reacciona con una molécula de O, , u otro agente reductor,
para producir un -OH, un OH" y O,, aunque la velocidad de esta reacciéon es demasiado
baja para ser de importancia fisioldgica, los metales de transicién, como el Cu o el Fe
pueden actuar como cofactores de la misma, acelerando la velocidad de reaccidn

(Gutteridge y Halliwell 1989).

1.6. RADICAL PERHIDROXILO

El radical perhidroxilo (HO,:) se genera a partir de ‘O,. Es un radical libre muy
liposoluble, resultando un potente inductor de la peroxidacién lipidica en membranas

bioldgicas (Kanner, German y cols. 1987).

1.7. RADICALES ALCOXILO Y PEROXILO

Los radicales alcoxilo (RO:) y peroxilo (ROO:) son especies generadas durante la
peroxidacidn lipidica, por el ataque de algunos radicales libres sobre las cadenas carbonadas
de los acidos grasos de las colas de los fosfolipidos que forman las membranas celulares
(Kanner, German y cols. 1987). No son tan reactivos como el radical -:OH, pero son parte
importantisima en el inicio y propagacion de la peroxidacion lipidica por toda la membrana

celular (Kanner, German y cols. 1987).

2. ESPECIES REACTIVAS DEPENDIENTES DEL NITROGENO

Las especies reactivas dependientes del nitrégeno (ERNs) engloban a los radicales

libres dependientes del nitrogeno y a las especies que generan dichos radicales.
2.1. OXIDO NITRICO

El -NO es un gas hidréfilo y liposoluble, con una vida media de 3-5 segundos. Se
produce enddgenamente en diversos tipos de células, catalizada por la enzima éxido nitrico

sintasa (NOS).
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El ‘NO tiene como funciones regular el flujo sanguineo local, antiagregante
plaquetario, neuromodulador, segundo mensajero y mediador del neurotransmisor excitador
glutamato (Moncada y Higgs 1995). Posee una accion antiinflamatoria importante, pero a la
vez promueve la disfuncion celular y tisular a través de un efecto proinflamatorio (Grisham,
Jourd'Heuil y cols. 1999). Otro efecto del -NO reside en su capacidad de reaccion con el hierro
de proteinas intracelulares, principalmente mitocondriales, siendo inactivadas por él Ia
mayoria de las enzimas que poseen un grupo hemo. El dxido nitrico puede reaccionar con los

acidos nucleicos dando lugar a mutaciones y roturas del ADN, y ocasionar necrosis.

Se suele considerar al éxido nitrico como una “espada de doble filo”, ya que un exceso
de -NO es citotdxico. Este -NO es poco reactivo y no puede nitrar proteinas definitivamente,
pero puede reaccionar con otros compuestos intermedios que pueden ver alterada su funcion.
Un ejemplo es la reaccion entre ‘NO y el -:O,” donde se forma ONOO’, que es un potente
oxidante responsable de gran parte de la toxicidad causada por el -NO (Beckman y Ames 1998;

Halliwell y Gutteridge 2007).

2.2. ANION PEROXINITRITO

El ONOO’ se forma in vivo debido a la reaccién del -‘NO y el -O,” (Miles, Bohle y cols.

1996; Pietraforte y Minetti 1997; Radi, Beckman y cols. 1991).
‘03 + ‘NO———> ONOO

Aungue esta reaccion puede ser una forma de eliminacion de -0, sin la consiguiente
formacidon de H,0,, el ONOO™ puede protonarse formando acido peroxinitroso (HONOOQO) y este
a su vez, se descompone con facilidad en -OH y diéxido de nitrégeno (NO,), que son muy

tdxicos (Janssen, Van Houten y cols. 1993; Lipton, Choi y cols. 1993).

El ONOO™ también es capaz de inducir la peroxidacion lipidica en lipoproteinas,
interferir con la sefalizacién celular por nitracion de residuos aromaticos en proteinas,
degradar carbohidratos, nitrar y oxidar guanosina, y fragmentar ADN (Beckman y Koppenol
1996; Beckmann, Ye y cols. 1994). Otra de las posibles interacciones es con CO,, muy
abundante sobre, todo durante el ejercicio, en la mitocondria. La molécula resultante,
ONOOCO,, se descompone a su vez en el radical carbonato (-CO3;) y en -NO, (Ducrocq,
Blanchard y cols. 1999; Hardeland 2009; Hardeland, Poeggeler y cols. 2003; Squadrito y Pryor
1998). Todas estas acciones convierten al ONOO™ en una molécula con efectos devastadores en

la funcidon celular.
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2.3. DIOXIDO DE NITROGENO

El diéxido de nitrogeno (-NO,) es un radical libre contaminante producido a partir de la
oxidacion del -NO atmosférico (Postlethwait, Langford y cols. 1995). Es uno de los compuestos

gue inician la cadena de la peroxidacion lipidica (Halliwell 1994).

3. RADICALES DE ATOMOS DERIVADOS DEL CARBONO

Los radicales libres centrados en un atomo de carbono (R:) surgen del ataque de un
radical oxidante sobre una molécula bioldgica. En el primer paso se arranca un atomo de
hidrégeno de un grupo metileno situado entre enlaces dobles. Este tipo de radicales es muy
inestable y reacciona rapidamente con el oxigeno, dando lugar a un ROO:. A su vez, estos
radicales pueden participar en otras reacciones que generan otras especies radicales (Frei

1994).

4. RADICALES DE ATOMOS DERIVADOS DEL AZUFRE

Los atomos de azufre también pueden ser el centro de un radical libre (RS:) formado,
por ejemplo, a partir de una cisteina. Esta se autooxida con facilidad dando lugar a la

formacidn de radicales tiilo e hidroxilo (Sparrow y Olszewski 1993).

FORMACION DE LOS RADICALES LIBRES EN LOS SERES VIVOS

1. FUENTES ENDOGENAS DE RADICALES LIBRES

Los radicales libres pueden originarse tanto de manera exdgena como de manera
enddogena (Frei 1994). La primera de las fuentes enddgenas es la cadena de transporte de

electrones mitocondrial.

1.1. CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES MITOCONDRIAL

La mayoria los organismos aerobios, durante la respiracién mitocondrial, utilizan el
oxigeno como aceptor de electrones. Esta reaccion se utiliza para acumular energia en forma
de adenosin trifosfato (ATP). En la mitocondria se produce la oxidacion de los acidos grasos y el
ciclo del acido citrico, que producen la forma reducida de la nicotinamida adenin-dinucleétido
(NADH) y la de flavin adenin-dinucledtido (FADH,). Estas moléculas transfieren electrones a la
cadena respiratoria, un sistema formado por complejos enzimaticos que catalizan una cadena

de reacciones redox acopladas, utilizando el oxigeno como aceptor final de electrones, con el
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fin de generar una energia suficiente para convertir el adenosin difosfato (ADP) en ATP. En la
respiracion mitocondrial es inevitable la formacién de subproductos a partir del oxigeno. Estos
son los radicales libres (Yu 1994). Este hecho es conocido como la “paradoja del oxigeno”, ya
qgue el mismo oxigeno imprescindible para la vida de los organismos aerobios, puede
quitarsela. La mitocondria es una fuente importante de EROs, entre las que se encuentran las

siguientes: -0, -OH, H,0,, -NO y ONOO'.

Debido a las propiedades del oxigeno, su reduccion genera tres compuestos
intermedios “parcialmente reducidos” entre este y el agua. El primero es el -O,, que resulta de
la reduccion con un electrén del oxigeno molecular. El segundo es el H,0,, resultante del
aporte de otro electréon y dos protones. El tercero es el :OH, como resultado final de la suma
de un tercer electrén y un protdn. La reduccion completa finaliza con el cuarto electrén y otro
protdn para generar una molécula de agua (Figura 2).

o, — € S .0, % H,0, € .OH % H,0

|

SOD Catalasa o peroxidasa

+ H*

Complejo citocromo oxidasa

Figura 2. Reduccion del oxigeno para formar agua.

SOD: Superdxido dismutasa

La cadena de transporte electrénico mitocondrial esta formada por complejos situados
en la membrana interna mitocondrial que se denominan del | al IV, aunque la enzima ATP-
sintasa es denominada a veces, complejo V. Hay elementos de la cadena de transporte
electronico mitocondrial, que tienen la capacidad de transferir un electrén directamente al O,,
como los complejos | y lll, y es durante esta cesidén cuando pueden generarse los -0, al recibir
el oxigeno un Unico electron. Por tanto, es en estos complejos principalmente donde se
producen los radicales libres (Cross y Jones 1991). Cuando todo el ADP ha sido transformado
en ATP, se produce un estado controlado y altamente reducido en la mitocondria, llamado
estado 4. En este estado entre el 2% y el 5% de los electrones transportados no llegan al
complejo IV, liberandose -O,". En el estado mas activo y oxidado, el estadio 3, la produccién de
radicales libres es minima, en torno al 0,1% (Boveris, Oshino y cols. 1972; Cadenas, Boveris y

cols. 1977; Frei 1994; St-Pierre, Buckingham y cols. 2002).

18



Introduccion

Asi pues, se produce -O,, que a través de la reaccidn catalizada por la superdxido
dismutasa genera H,0,, capaz de atravesar las membranas y alcanzar el citoplasma, donde
puede reaccionar con otras especies formando diversos tipos de radicales libres (Boveris,

Oshino y cols. 1972).
1.2. CitocroMo P450

El citocromo P450 es una familia de hemoproteinas presentes en numerosas especies,
desde bacterias hasta mamiferos, de las que se han identificado mas de 2000 isoformas
distintas, cada una con especificidad de sustrato diferente. En los seres humanos, se
encuentran ampliamente distribuidos por todo el organismo, especialmente en las células del
higado y del intestino, principalmente en el reticulo endoplasmatico y en las mitocondrias.
Salvo excepciones, el citocromo P450 cataliza reacciones de monooxigenacién que requieren
oxigeno molecular y NADPH para oxidar el sustrato, mientras que el otro es reducido a agua.
Juega un papel muy importante en el metabolismo de tdxicos y/o farmacos, catalizando

reacciones que faciliten su metabolismo y excrecion (Hodgson 2004).

Sin embargo, se ha propuesto la formacién de -0, por el citocromo P450, cuando se
produce la reduccion directa del oxigeno molecular liberando superéxido (Goeptar, Scheerens

y cols. 1995; Koop 1992).
1.3. REACCIONES DE FENTON Y HABER — WEISS

El H,0, es una molécula relativamente estable en ausencia de catalizadores que
promuevan su descomposicion. Sin embargo, en presencia de iones de metales de transicion,
principalmente el hierro y en menor medida cobre u otros iones, pueden reaccionar con ellos
por medio de una reaccién de oxidorreduccion: las reacciones de Fenton y Haber-Weiss. En
estas el -0, reduce el metal y este al peroxido de hidrégeno, dando lugar a la formacion de

-OH y anidn hidroxilo. En este proceso el metal actia Unicamente como catalizador del mismo.

:0; +Fe*" ———> 0, +Fe”
H,0, + Fe? ———> -OH+ OH +Fe*"

) Fe(ll) o Cu(l)
‘0, +H,0p ———> -OH+OH +0,

La necesidad de la presencia de metales de transicion en la reaccion de Fenton
convierte al hierro y al cobre (los mas abundantes en sistemas bioldgicos) en agentes

esenciales como catalizadores del dafio oxidativo. El Fe (ll) se oxida a Fe (lll) con mucha
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facilidad siendo este muy insoluble. Ademas los procesos de captacidn y distribucidn del hierro
y de los iones metdlicos en general, estdn muy bien regulados en los mamiferos, ya que tienen
una gran cantidad de proteinas de union a metales: ferritina, transferrina, ceruloplasmina, etc.
gue actlan como reserva de iones metalicos impidiendo ademas que estos participen en
reacciones redox, siemrpe que se de una situacién no reductora (Halliwell 1991). El hierro libre
en los sistemas bioldgicos esta en cantidades muy pequefias y en forma férrica, para evitar que
reaccione. El verdadero papel del -:O, en las reacciones de Fenton y Haber-Weiss es el de

actuar como reductor del hierro.

1.4. OXIDASAS

Las oxidasas mas conocidas son las NADPH oxidasas y la xantina oxidasa. Las primeras
se encuentran principalmente en la membrana plasmatica de los fagocitos activados
(neutrofilos, monocitos, macréfagos y eosindfilos) junto con la mieloperoxidasa. Al
encontrarse con un agente infeccioso, los fagocitos sufren un aumento muy grande de su
consumo de oxigeno llamado “estallido respiratorio”. Este consumo ocurre principalmente en
la membrana plasmatica donde se encuentra el compejo NADPH oxidasa. Este utiliza NADPH
como donante de electrones y como aceptor final de estos el O,, cuya reduccién conlleva la
formacidon de -0, (Moldovan y Moldovan 2004). El -:O,” puede ser reducido por la SOD, hasta
H,0,, el cual es un precursor para la generacion de -OH, como hemos visto antes. La
mieloperoxidasa incrementa notablemente la actividad microbicida del H,0, dado que en

presencia de cloruro, se oxida para formar acido hipocloroso (HCIO).

El -OH y HCIO son formados por la NADPH oxidasa y la mieloperoxidasa en los fagocitos
activados como mecanismo frente a microorganismos (Babior 1978). Sin embargo, esta
funcién defensiva tiene un efecto negativo. Estos radicales pueden atacar y dafiar los tejidos
sanos circundantes, lo que estad implicado en algunas enfermedades con base inmunoldgica

como la artritis reumatoide (Babior 1978; Moslen 1994).

La xantina oxidasa aparece derivada de la conversién de la xantina deshidrogenasa en
situaciones de hipoxia, isquemia u otras situaciones de déficit energético. La xantina
deshidrogenasa es una enzima que participa en el metabolismo de las purinas, oxidando la
hipoxantina a xantina y esta a acido urico, utilizando el NAD* como aceptor de electrones
(Kinnula, Crapo y cols. 1995). En su forma oxidasa, esta enzima emplea el O, como aceptor de
electrones, lo que produce radicales libres (Radi, Tan y cols. 1992). En hipoxia, la hipoxantina

se va acumulando sin poder ser oxidada hasta que se produce la reoxigenacion. Entonces la
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xantina oxidasa cataliza la oxidacidon de hipoxantina formando grandes cantidades de ‘O, vy

H,0, (Granger, Rutili y cols. 1981; Saugstad 1990).
1.5. OXIDO NiTRICO SINTASA

Son una familia de isoenzimas denominadas NOS que catalizan la formacion de éxido
nitrico. Existen tres isoenzimas distintas: la neuronal (nNOS) y la endotelial (eNOS) se expresan
constitutivamente y su actividad estd regulada por la concentracién intracelular de calcio
(Bredt, Glatt y cols. 1991; Lamas, Marsden y cols. 1992); la inducible (iNOS) la expresan los
macréfagos cuando son estimulados por citoquinas, lipopolisacaridos u otros antigenos, siendo
su expresion regulada tanto a nivel transcripcional como postranscripcional, en la que
participan factores de transcripcion sensibles al estado redox como el factor nuclear kB (NF-kB)
o las quinasas activadas por mitégenos (MAPk) (Bosca, Zeini y cols. 2005; Lowenstein y Snyder

1992; MacMicking, Xie y cols. 1997; Moncada y Higgs 1991; Yui, Hattori y cols. 1991).
1.6. BETA-OXIDACION DE ACIDOS GRASOS

Los microsomas, también denominados peroxisomas, realizan la metabolizacion o B —
oxidacion de acidos grasos con una longitud de cadena de 24 o mas atomos de carbono, asi
como la de fenoles, formaldehidos y alcoholes, requiriendo la presencia de O, y generando

grandes cantidades de H,0, (Beckman y Ames 1998; Boveris, Oshino y cols. 1972).
1.7. OTRAS ENZIMAS

La lipooxigenasa y la ciclooxigenasa son enzimas asociadas a la membrana plasmatica
gue participan en el metabolismo del acido araquiddnico, generando radicales libres durante

su catalisis (Frei 1994).

2. FUENTES EXOGENAS DE RADICALES LIBRES

Muchos agentes antineoplasicos, tales como la adriamicina y la bleomicina, y también
algunos antibidticos son fuentes de radicales libres. Algunos de los efectos de estos farmacos
se han atribuido a su capacidad para reducir el oxigeno a :0,’, H,0, y :OH. También pueden
generar radicales libres las radiaciones (rayos X o y) o radiaciones de particulas (electrones,
protones, neutrones, deuterones y particulas o y B) y los factores ambientales, como
contaminantes aéreos, la hiperoxia, los pesticidas, humos del tabaco, solventes, anestésicos o
hidrocarburos aromaticos. Estos agentes, o contienen en si mismos radicales libres (como el

humo del tabaco), o se convierten en ellos debido a su metabolismo en el que actian enzimas
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como las monooxigenasas (citocromo P450 o flavin monooxigenasa por ejemplo), diversas
oxidasas (alcohol deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa, amino oxidasas), la epdxido

hidrolasa, etc. (Halliwell y Gutteridge 2007; Philpot 1991).

MECANISMOS DE PROTECCION ANTIOXIDANTE

La atmodsfera de nuestro planeta fue anaerobia hasta la aparicion del oxigeno hace
unos 2.500 millones de afios, como resultado de la rotura del agua en el proceso fotosintético
de unas cianobacterias. El oxigeno molecular, vital para la existencia de organismos aerobios,
es inherentemente toxico dada su capacidad de formacidn de radicales libres. Para sobrevivir
en este ambiente aerobio poco favorable, los organismos desarrollaron una serie de
mecanismos de defensa antioxidante. La célula posee ademds la capacidad de sintetizar

sistemas reparadores/eliminadores de las proteinas, lipidos y ADN dafiados.

En 1995 Halliwell definid los antioxidantes como “cualquier sustancia que, en bajas
concentraciones comparado con el sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la
oxidacion de este sustrato” (Halliwell, Aeschbach y cols. 1995). Los antioxidantes pueden
clasificarse en enzimaticos y no enzimaticos. Los primeros son proteinas de peso molecular
elevado, que minimizan el dafio oxidativo catalizando reacciones quimicas. Los antioxidantes
no enzimaticos son moléculas pequefias que reaccionan directamente con los radicales libres,
evitando que ejerzan su accion toxica sobre lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Las
principales caracteristicas de varias moléculas antioxidantes presentes en el ser vivo en

condiciones fisioldgicas se explican a continuacién.

1. ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

1.1. SUPEROXIDO DISMUTASA

La superdxido dismutasa (SOD) es una enzima presente practicamente en todos los
mecanismos aerobios. Fue caracterizada por McCord y Fridovich en 1969 y cataliza la

dismutacién de -0, a H,0, (McCord y Fridovich 1969).

SOD
‘02_ + ‘02_ + 2H+ HOZ + HzOz

Pueden encontrarse en el cuerpo humano tres isoformas de SOD, cada una ubicada

preferentemente en un tejido especifico, y caracterizada por el metal que contienen. La Cu/Zn
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SOD se encuentra en la célula, concretamente en el nucleo, citosol y lisosomas, mientras que
en otra organela celular, la mitocondria, se encuentra la Mn SOD. Existe una tercera SOD, la
extracelular, que se localiza exclusivamente en los fluidos extracelulares, como el plasma, que

protege del radical superdxido generado fuera de la célula (Fridovich 1995).

Los niveles mas altos de SOD se encuentran en el higado, la corteza suprarrenal, rifién
y bazo. Su actividad se regula mediante su sintesis, siendo ademas sensible a la oxigenacion de

los tejidos y a la generacidn de radicales libres (Harris 1992).

La importancia bioldgica de la SOD se demostrd con bacterias y levaduras mutantes
carentes de SOD. Estos microorganismos fueron mucho mas sensibles al dafio oxidativo, y
cuando se les reintrodujo el gen que regula su expresidn, se volvieron resistentes a dicho dafio
(Gregory y Fridovich 1973). Hay numerosos trabajos que demuestran la importancia de esta
enzima como antioxidante (Fattman, Schaefer y cols. 2003; Fukai, Folz y cols. 2002; Kinnula y

Crapo 2003; McCord 2002).

1.2. CATALASA

La enzima catalasa (CAT), también llamada hemoperoxidasa, cataliza la reaccién de
depuracion de H,0, en O, y agua y reduce hidroperdxidos de metilo y etilo. Se encuentra en
todas las células de los mamiferos, incluidos los eritrocitos, aunque principalmente esta
localizada en los peroxisomas de las células del higado y el rifidn. Al encontrarse también en el
citosol depura el H,0, que proviene de la mitocondria generado por accién de la enzima SOD

(Bai y Cederbaum 2001; Chance, Sies y cols. 1979).

Es una de las enzimas mas eficientes conocidas, tanto que no puede saturarse por H,0,
incluso a concentraciones elevadas. La CAT comparte su funcion de eliminacién de H,0, con la
glutatién peroxidasa, aunque con diferentes afinidades ya que en presencia de pequefias
cantidades de H,0, la glutatidn peroxidasa cataliza preferentemente la reaccidén con perdxidos

organicos (Ray y Husain 2002).

1.3. GLUTATION PEROXIDASA

La glutation peroxidasa (GPx) es una enzima intracelular selenio-dependiente (Flohe,
Gunzler y cols. 1973), localizada principalmente en el citosol y la matriz mitocondrial, que
cataliza la reduccion de H,0, y otros hidroperdxidos a agua utilizando como donante de

electrones un tripéptido, el glutation (GSH), siguiendo la siguiente reaccion:
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H,0, + 2GSH ———> 2 H,0 + GSSG
GPx

En esta reaccidn se genera sulfuro de glutation (GSSG), formado por dos moléculas de
glutatién unidas por un puente disulfuro. Esta enzima tiene un papel importante a nivel de los
hematies ya que protege a la hemoglobina de la ruptura por el ataque de radicales libres (Mills

1957).

Se han descrito cuatro isoenzimas de GPx en humanos. Aunque su expresion es ubicua,
la actividad de cada isoforma varia dependiendo del tejido. La GPx citosdlica o mitocondrial,
GPx1, reduce los hidroperdxidos de acidos grasos y el H,0, a expensas del glutation. La GPx4 se
localiza tanto en la fracciéon citosélica como en la membrana y puede reducir los
hidroperéxidos de los fosfolipidos, perdxidos de acidos grasos e hidroperdxidos de colesterol,
que se producen en las membranas y lipoproteinas oxidadas. La GPx1 se localiza
principalmente en eritrocitos, rifidn e higado, y la GPx4 se expresa en células del epitelio renal
y en testiculo. La GPx2 y la GPx3 extracelulares se detectan escasamente en la mayoria de los

tejidos, excepto en el tracto intestinal y el rifidn, respectivamente (Brown y Arthur 2001).

1.4. GLUTATION REDUCTASA

La enzima glutation reductasa (GR) tiene un papel fundamental en la transformacion
del glutation en su forma oxidada o disulfuro de glutatidn (GSSG), que es muy téxico para la
célula, a la forma reducida de este tripéptido (GSH) siguiendo la siguiente reaccion (Hopkins y

Elliott 1931).

GSSG + NADPH + HY ——> 2 GSH + NADP*
GR

De la funcion del GSH en estado reducido hablaremos mas adelante, ya que se le

considera un antioxidante no enzimatico.

1.5. TIORREDOXINA REDUCTASA

La tiorredoxina reductasa (TrxR) es una selenoenzima que contiene dos sitios activos
en sus grupos cisteina, uno de los cuales contiene selenio (Se), el cual es esencial para sus
actividades enzimaticas (Mustacich y Powis 2000). Se ha demostrado que la actividad
enzimatica de la TrxR estd muy disminuida en células humanas con deficiencia de Se (Marcocci,
Flohe y cols. 1997). Esta enzima forma parte del sistema de la tiorredoxina, catalizando la

reduccion de la tiorredoxina oxidada, utilizando como donante de electrones el NADPH.
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Cataliza ademas otras reacciones como la reduccién de hidroperéxidos lipidicos y H,0,
(Nordberg y Arner 2001). Se conocen 3 isoformas: TrxR1, localizada principalmente en el
nucleo y el citosol, la TrxR2 que se encuentra en la mitocondria y la SpTrxR expresada en
espermatozoides. Todas ellas conservan el residuo selenocisteina (Arner y Holmgren 2000;

Nordberg y Arner 2001).

2. ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

En la Tabla | se resumen los principales antioxidantes no enzimaticos.
2.1. GLUTATION

El glutatién reducido (GSH) es el tripéptido y-glutamil-cisteinil-glicina. Es el tiol mas
abundante dentro de los de bajo peso molecular. Se encuentra presente en practicamente
todas las células de mamiferos en concentraciones elevadas, entre 0,5 y 10 mM. La
caracteristica que le permite mantener a los grupos sulfhidrilo de las proteinas en su forma
reducida y al hierro del grupo hemo en su forma ferrosa (Fe') es su grupo sulfhidrilo (con el
que al oxidarse forma un puente de hidrégeno) y su enlace y-glutamil, que le hace resistente al
ataque de las peptidasas. Por estas caracteristicas se considera que es un regulador redox y

gue tiene una funcion protectora contra el dafio oxidativo dentro de la célula (Meister 1992).

Como agente reductor, el GSH juega un papel importante en muchos procesos de
detoxificacidn, aunque su papel principal como antioxidante sea reducir a otros antioxidantes,
después de su interaccion con radicales libres. También interacciona directamente con H,0,,

-0, y ‘OH (Martensson y Meister 1991; Meister 1994).

Hay estudios en los que animales con deficiencia de este tripéptido sufren patologias
relacionadas con los radicales libres como la formacion de cataratas (Martensson, Jain y cols.
1991; Martensson, Steinherz y cols. 1989), o la degeneracidn del cuerpo multilaminal de las

células pulmonares (Jain, Martensson y cols. 1992).
2.2. VITAMINAE

La vitamina E es un antioxidante ampliamente distribuido en la naturaleza,
encontrandose tanto en los reinos animal como vegetal. Bajo el nombre de Vitamina E se
engloban al menos ocho isémeros del tocoferol, entre los que destaca el a-tocoferol por su
actividad antioxidante. Este isdmero se distribuye principalmente en la glandula suprarrenal,

corazon, testiculo e higado (Burton, Joyce y cols. 1982).
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Debido a su alta liposolubilidad, los tocoferoles son los principales antioxidantes en la
region hidrofébica de las membranas bioldgicas. Por el contrario, no tienen actividad en
medios acuosos como el plasma sanguineo, el citosol celular, el interior del ntcleo o la matriz
mitocondrial. La vitamina E depura '0,, -O,, -OH, NO-, RO-, ROO- (Burton, Joyce y cols. 1982;
Escames, Guerrero y cols. 1997; Halliwell y Gutteridge 2007; Ohki, Takamura y cols. 1984; Siu,
Reiter y cols. 1998; Siu, Reiter y cols. 1999). Ademas de reaccionar con estos radicales, detiene
la peroxidacion lipidica y quela metales como el hierro (Zimmer, Thrich y cols. 1993), que como

hemos visto ya, producen el radical -OH por las reacciones de Fenton-Haber-Weiss.
2.3. VITAMINA C

La vitamina C o acido ascébico es una molécula hidrosoluble que ejerce su actividad
antioxidante en medio acuoso. Se localiza tanto en fluidos intra como extracelulares (Diliberto,
Daniels y cols. 1991; Niki 1991). El efecto de la vitamina C in vitro estd ampliamente
demostrado, siendo capaz de depurar los radicales '0,, -O,, -OH, NO-, H,0,, formando el
radical semidehidroascorbato (Chen, Sensini y cols. 2000; Ghosh, Mukhopadhyay y cols. 1997;
Meister 1992; Mendiratta, Qu y cols. 1998; Niki 1991; Zhang y Omaye 2000). Otro papel
fundamental en su funcion antioxidante es que contribuye a la regeneracion de la vitamina E
oxidada por su interaccidén con los radicales libres, lo que supone un sistema antioxidante
completo en zonas acuosas y lipidicas (May, Qu y cols. 1998). Se ha demostrado que individuos
con carencia de esta vitamina y sintomas de escorbuto tienen una elevacién de 8-
hidroxideoxiguanosina, una base mutada que indica dafio oxidativo al ADN (Halliwell y

Gutteridge 2007).

Sin embargo, cuando hay concentraciones elevadas de vitamina C, esta actia como
prooxidante, especialmente en presencia de metales de transicién como el hierro, ya que esta
vitamina reduce el Fe** a Fe?* y este favorece la reaccién de Fenton-Haber-Weiss generando
‘OH (Buettner y Jurkiewicz 1996; Fukuzawa, Chida y cols. 1981; Gerster 1999; Sahu vy
Washington 1991; Sahu y Washington 1992; Samuni, Aronovitch y cols. 1983).

2.4. VITAMINA A

La vitamina A o retinol es una molécula presente en vegetales y frutas derivada del -
caroteno con una gran capacidad para atrapar los radicales libres. Es una molécula que
principalmente actia en las membranas lipidicas y que tiene una destacada capacidad para
depurar '0,, -O,” y ROO- (Biesalski, Hemmes y cols. 1996; Regnault, Postaire y cols. 1993;

Rousseau, Davison y cols. 1992; Telfer, Dhami y cols. 1994). Pero, al igual que sucede con el
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acido ascorbico, el B-caroteno puede actuar como antioxidante y como prooxidante. Con
presiones parciales de oxigeno bajas se ha observado que actia como antioxidante, mientras
gue con presiones parciales superiores a 150 mm Hg. tiene efectos prooxidantes (Burton y

Ingold 1984).
2.5. Acipo URICO

El acido urico es uno de los productos finales del metabolismo de las purinas en el ser
humano. Se llega a él a partir de la degradacidon de las bases adenina y guanina, hasta llegar a
xantina y, mediante la accién de la enzima xantina oxidasa, a acido urico. La capacidad del
acido Urico para depurar -OH fue descrito por primera vez en 1960 por Howell y Wyngaarden
(Howell y Wyngaarden 1960). Aunque el mecanismo de esta accion antioxidante no esta
exactamente definido, se ha propuesto que actua formando complejos con metales de
transiciéon como Fe y Cu (Davies, Sevanian y cols. 1986). Se ha establecido una correlacién
entre los niveles plasmaticos de &acido urico y la protecciéon antioxidante en los sistemas
circulatorio y respiratorio (Becker, Reinholz y cols. 1989; Nieto, Iribarren y cols. 2000; Peden,

Hohman vy cols. 1990).
2.6. TIORREDOXINA

La tiorredoxina es una proteina que se encuentra ampliamente distribuida en la célula
y facilita la reduccidn de otras proteinas, como el glutation, mediante un intercambio tiol —
disulfuro. Es una proteina pequefia, de unos 12 kDa. La principal diferencia con el glutatidn, es
que esta proteina contiene dos residuos cisteina susceptibles de ser oxidados/reducidos de
manera reversible. Al oxidarse estos forman un enlace disulfuro, que puede ser reducido por la
enzima TrxR de nuevo. Su principal funcidn es la de proveer de equivalentes reductores a otras
enzimas, como la ribonucledtido reductasa que estd implicada en la replicacion de ADN
(Holmgren 1989) o la tiorredoxina peroxidasa, que cataliza la transformacion del H,0, a agua,
aunque también actia como factor de crecimiento celular y como inhibidor de la apoptosis

(Mustacich y Powis 2000).
2.7. MELATONINA

La melatonina (5-metoxi-N-acetil-triptamina) es una molécula ubicua en la naturaleza,
presente en organismos unicelulares, plantas y animales desde hace al menos dos mil millones
de afios (Macias, Rodriguez-Cabezas y cols. 1999; Poeggeler y Hardeland 1994). Desde el punto

de vista filogenético ha estado ligada a la proteccién antioxidante frente a las radiaciones
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ionizantes y a una atmosfera muy rica en oxigeno. Para ello, la funcidon de la melatonina era
ralentizar las funciones celulares durante las horas de mayor exposicién a dichas radiaciones
durante el dia, para activarlas durante las horas de oscuridad durante las cuales existia un
menor riesgo. Por ello, desde un punto de vista filogenético, la melatonina cumplia una doble
funcion de control de los ciclos circadianos, asi como de molécula antioxidante. Posiblemente
esta dualidad es la que ha hecho que la melatonina no sélo se encuentre en la glandula pineal,
desde donde pasa al liquido cefalorraquideo y a la circulacion cerebral y sistémica, sino que sus
concentraciones sean mucho mayores (en miligramos y no en picogramos) en otros érganos
como la retina, las células inmunes, el intestino, la bilis, en donde ejerce una funcidon
puramente antioxidante frente al estrés oxidativo sufrido en estos drganos (Reiter, Tan y cols.

2003).

La melatonina se forma a partir del triptéfano y fue la primera indolamina en ser
descubierta y aislada (Lerner, Case y cols. 1960). En la glandula pineal, su produccion esta
regulada por la presencia de estimulos luminicos, que actuan sobre la actividad de enzimas
como la N acetiltransferasa, implicada en la sintesis de melatonina a partir de la serotonina.
Hay otras enzimas relacionadas con la sintesis que estan inhibidas durante el dia por la
noradrenalina segregada por fibras nerviosas simpaticas (Atkinson, Drust y cols. 2003). Cuando
no hay luz, se produce un aumento de la produccion y secrecidon de esta hormona, que entre
otras acciones regula los ritmos bioldgicos, tanto de suefio-vigilia, como de temperatura
(Reiter 1993). Ademas presenta un efecto regulador de la inmunidad (Guerrero y Reiter 2002).
En la actualidad su papel antiinflamatorio esta bien demostrado (Escames, Acuna-Castroviejo y
cols. 2006; Mayo, Sainz y cols. 2005), donde los efectos antioxidantes, mediante la disminucion

del NO, y los efectos mitocondriales, atentan la sefial proinflamatoria (Hardeland 2008).

La melatonina es una molécula bastante liposoluble debido a su estructura inddlica,
por lo que atraviesa facilmente la bicapa de las membranas por difusién. Esto determina que el
estimulo de la sintesis de melatonina eleve rapidamente sus niveles en plasma y en todos los
compartimientos del organismo (Reiter 1991). Una vez en la sangre, la melatonina es
transportada en parte unida a la albumina (70%) y en parte en forma libre (30%), disuelta en el
plasma (llinerova, Vanecek y cols. 1979; Vakkuri, Leppaluoto y cols. 1985). De cualquier forma
los niveles plasmaticos de melatonina estan condicionados por la duracién del ciclo
luz/oscuridad, con concentraciones altas durante la noche (Pang, Yu y cols. 1980; Reiter 1991).
Incluso la sefial de melatonina es capaz de reflejar los cambios estacionales. Podriamos decir
gue en verano se producen niveles bajos de melatonina debido a la mayor duracién del dia, y

en invierno concentraciones mayores, pero de menor amplitud (Arendt, Symons y cols. 1981).
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Tras considerar a la melatonina como una hormona, se intentaron explicar sus
funciones, principalmente las relacionadas con el control de los biorritmos y la reproduccion, a
través de su interaccidn con receptores de membrana. Sin embargo, estudios posteriores han
descrito funciones de la melatonina que eran independientes de receptores de membrana. Asi,
en primer lugar, se demostrd que la melatonina es un potente depurador de radicales libres
(Reiter, Tan y cols. 1994; Tan, Poeggeler y cols. 1993); en segundo lugar, se caracterizaron
receptores nucleares para la melatonina en drganos fuera del SNC (Acufia-Castroviejo, Pablos y
cols. 1993; Becker-Andre, Wiesenberg y cols. 1994; Hirose, Smith y cols. 1994) y en SNC
(Acuna-Castroviejo, Pablos y cols. 1993; Giguere, Tini y cols. 1994); por ultimo, se demostro la
capacidad de la melatonina para unirse a algunas proteinas intracelulares, como la proteina
quinasa C (PKC) (Anton-Tay, Ramirez y cols. 1998), la calmodulina (Huerto-Delgadillo, Anton-

Tay y cols. 1994; Pozo, Reiter y cols. 1997) y la calreticulina (Macias, Escames y cols. 2003).

Los resultados obtenidos en estos estudios sobre la interaccién de la melatonina con la
calmodulina, la calreticulina y la PKC, respaldan la idea de que la melatonina puede contribuir
a modular la estructura del citoesqueleto. Ademds, como las tres proteinas son dependientes
de Ca®*, es posible que otras proteinas con dominios de unién al calcio también puedan estar
influidas por la melatonina. Los efectos de la melatonina en estos procesos de
fosforilacién/desfosforilacién pueden ser el mecanismo por el que esta indolamina module
numerosas respuestas bioldgicas. Ademas, otro lugar de unién de la melatonina parece
encontrarse en la mitocondria, en la zona anfipatica del complejo | de la cadena de transporte

electréonico mitocondrial (Hardeland 2008).

La melatonina a pesar de ser capaz de atravesar todas las membranas bioldgicas no se
libera en grandes cantidades al torrente circulatorio, sino que permanece en los tejidos a
mayor concentracion que en el plasma (Hardeland 2008). El hecho de que se acumule en
algunos tejidos provoca la ausencia de ritmo circadiano de melatonina en éstos. Esto puede
explicar el pico nocturno de melatonina. Este deberia tener efectos protectores tanto de dia
como de noche, a pesar de que la mayor produccién de radicales libres sea durante las fases
de mayor actividad motora. Al carecer los 6rganos de ritmos de melatonina, sélo la generacion
de radicales libres influye en la fase de detoxificacion en estos tejidos (Hardeland 2005;

Hardeland, Coto-Montes y cols. 2003).

Entre las funciones antioxidantes de la melatonina, destacan la capacidad para depurar
gran cantidad de algunas especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno, como -OH (Acufia-

Castroviejo, Martin y cols. 2001; Reiter, Tan y cols. 2003), -0, H,0, (Tan, Manchester y cols.
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2000; Tan, Manchester y cols. 2000), HCIO (Dellegar, Murphy y cols. 1999; Marshall, Reiter y
cols. 1996), NO- (Reiter, Tan y cols. 2003) y ONOO™ (Zhang, Squadrito y cols. 1999).

Ademas de la capacidad propia para depurar radicales libres, la melatonina es capaz de
estimular la actividad y expresion de otros sistemas antioxidantes, estableciendo asi una forma
de accidn indirecta para la reduccion del estrés oxidativo (Antolin, Mayo y cols. 2002; Kotler,
Rodriguez y cols. 1998; Mayo, Sainz y cols. 2002). En primer lugar, estimula el ciclo del
glutation, aumentando la actividad de la GPx y de la GR, regulando asi el balance GSSG/GSH
(Barlow-Walden, Reiter y cols. 1995; Martin, Macias y cols. 2000; Pablos, Agapito y cols. 1995;
Pablos, Reiter y cols. 1998). Ademas, aumenta la produccion de glutation y estimula la glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa, que es la encargada de generar el NADPH, requerido por la GR
(Pierrefiche y Laborit 1995). Asi, la melatonina estimula otras enzimas antioxidantes como la
SOD (Antolin, Rodriguez y cols. 1996) y la CAT (Acufia-Castroviejo, Martin y cols. 2001; Coto-
Montes y Hardeland 1999; Ledn, Acufia-Castroviejo y cols. 2004; Reiter, Tan y cols. 2003).
También inhibe otras enzimas que generan radicales libres, como la NOS (Pozo, Reiter y cols.
1994; Pozo, Reiter y cols. 1997) y ejerce una accidn sinérgica con otros antioxidantes como las

vitaminas E y C (Reiter, Tan y cols. 2003).

Dado que la melatonina es tanto lipofilica (Reiter 1991) como hidrofilica (Shida,
Castrucci y cols. 1994), puede realizar sus funciones antioxidantes con igual eficiencia en
multiples compartimentos subcelulares, es decir, en el nucleo (Blickenstaff, Brandstadter y
cols. 1994; Tan, Poeggeler y cols. 1993; Vijayalaxmi, Reiter y cols. 1995), en el citosol (Abe,
Reiter y cols. 1994) y en las membranas (Giusti, Gusella y cols. 1995; Melchiorri, Reiter y cols.

1995; Pierrefiche, Topall y cols. 1993).

Recientemente se ha descrito que la melatonina puede realizar sus funciones
antioxidantes a nivel mitocondrial. Estos estudios tienen especial interés porque la
mitocondria es la primera fuente de radicales libres en las células eucariotas (Yu, Suescun y
cols. 1992) y ademas porque la melatonina es capaz de atravesar facilmente la membrana
mitocondrial y acumularse a elevadas concentraciones en dicha organela (Acuia-Castroviejo,
Escames y cols. 2003; Acufia-Castroviejo, Martin y cols. 2001; Ledn, Acufia-Castroviejo y cols.
2004; Martin, Macias y cols. 2000). Entre las principales acciones de la melatonina sobre Ila

fisiologia mitocondrial cabe incluir las siguientes:

1. La administracidon cronica de melatonina incrementa el nUmero de mitocondrias de las

células (Decker y Quay 1982).
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2. Estabiliza la membrana mitocondrial, tanto interna (Garcia, Reiter y cols. 1999) como
externa frente a EROs (Karbownik, Reiter y cols. 2000).

3. Incrementa la actividad de los complejos | y IV de la cadena de transporte de
electrones en las mitocondrias hepaticas y cerebrales (Acufia-Castroviejo, Escames y cols.
2005; Acufia-Castroviejo, Martin y cols. 2001; Martin, Macias y cols. 2000).

4. Previene la formacién de radicales libres por la mitocondria (Hardeland 2008).

5. Aumenta la produccién de ATP mitocondrial (Martin, Macias y cols. 2002).

Algunas de las propiedad antioxidantes de la melatonina son debidas a su efecto
gendmico en la regulacién de la expresidn de proteinas y la actividad de enzimas antioxidantes
(Antolin, Rodriguez y cols. 1996), asi como la inhibicion de la expresion de enzimas
prooxidantes/proinflamatorias como la iNOS y la ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Crespo, Macias y
cols. 1999; Escames, Leon y cols. 2003; Gilad, Cuzzocrea y cols. 1997; Mayo, Sainz y cols. 2005).
La melatonina, ademas es un agente neuroinmunomodulador e inhibe la translocacién del

factor nuclear NF-kB en el interior del nicleo (Chuang, Mohan y cols. 1996).

2.8. OTROS ANTIOXIDANTES

Muchas otras moléculas también tienen propiedades antioxidantes. De entre ellas
destacan la glucosa, la N-acetilcisteina, la bilirrubina, los estrégenos, los quelantes que se unen
a metales de transicion como la transferrina, la ferritina, la hemosiderina, la ceruloplasmina, el
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y la desferroxamina. Las principales caracteristicas de

estas moléculas se resumen en la Tabla I.
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Tabla I. Resumen de los principales antioxidantes no enzimdticos.

GPx: Glutation peroxidasa, GSH: Glutation, AP-1: Proteina activadora 1, NfkB: Factor nuclear Kappa B

Antioxidantes no enzimaticos

Antioxidante Localizaciéon Accidén

Glutatién Intracelular, alveolos Sustrato de la GPx, reacciona con -OH, O,y radicales libres organicos,
regenera la vitamina C

Vitamina E Membranas lipidicas y Depura -'0,, -0, ‘OH, -NO y RO:, detiene la peroxidacién lipidica y

lipoproteinas plasmaticas | quela hierro
Vitamina C Fluidos intra- y extra- Depura -0, H,0,, -OH, 102 y ‘NO formando radical
celulares semidehidroascorbatoy contribuye a la regeneracién de la vitamina E.

Acttia como prooxidante cuando reduce Fe** a Fe’* y éste cataliza la
reaccién de Fenton-Haber-Weiss generando -OH.

Vitamina A Membranas lipidicas Depura -O,, ROO- y ‘0,

Acido urico Amplia distribucién Depura -OH, '0,, HCIO y ROO-, quela metales de transicién.

Tiorredoxina

Fluidos intra- y extra-

celulares

Sustrato de peroxiredoxinas, que reducen peroxidos. Regenera GSH y
vitamina C. Regula mediante reducciéon — oxidacién factores de

transcripcion, como el AP-1 o el NF-kB.

Quelantes: transferrina, ceruloplasmina,

ferritina, hemosiderina, EDTA, desferroxamina

Quelan metales de transicion.

mitocondria, membranas,

plasma

Bilirrubina Sangre, tejidos Antioxidante que rompe reacciones en cadena, reacciona con ROO- y
1OZ
Coenzima Q Cadena de transporte Protege frente a la peroxidacion lipidica, regenera vitamina E
electrénico mitocondrial
Flavonoides Exdgenos Reaccionan con ROO-, :OH y el -0, , formando el radical fenoxi
Glucosa Amplia distribucién Depura -OH
Cisteina Amplia distribucién Reduce compuestos orgdnicos donando electrones del sulfhidrilo
Melatonina Citosol, nucleo, Potente antioxidante. Depura -OH, -0, H,0,, NO-, HCIO, ONOO'". Activa

enzimas antioxidantes e inhibe enzimas productoras de radicales libres




Introduccion

CONCEPTO DE ESTRES Y DANO OXIDATIVO

La generacion de radicales libres esta relativamente equilibrada con los sistemas de
defensa antioxidante en organismos sanos. Pero cuando se rompe el equilibrio a favor de la
formacidn de radicales libres, se genera lo que se denomina estrés oxidativo. Este se define
como una alteracion del equilibrio entre las especies prooxidantes y las antioxidantes, a favor
de las primeras (Sies y Mehlhorn 1986). Asi pues, puede originarse por un exceso de elementos
prooxidantes (exposicion a radiacion ionizante, radiacién UV intensa, toxinas, estrés
psicoldgico o fisico, y ciertas patologias), por un déficit de agentes antioxidantes (sistemas
enzimaticos deficientes en recién nacidos, envejecimiento,...), o por ambos factores a la vez. La
accion de los radicales libres sobre los constituyentes estructurales celulares produce una
agresion interna continuada, que amenaza a la integridad de todas las biomoléculas. Las
consecuencias patoldgicas dependeran entonces del tipo de constituyente celular que se vea

mas danado.

1. PEROXIDACION LIPIDICA

Los lipidos, el componente mas numeroso de las membranas bioldgicas, son las
biomoléculas mas susceptibles de ser atacadas por radicales libres, especialmente aquellos
gue poseen mayor numero de dobles enlaces en su molécula, es decir, los acidos grasos
poliinsaturados (Cheeseman y Slater 1993; Gutteridge 1995). Los radicales libres que pueden
iniciar esta reaccién son -OH, '0,, el 0zono, RO- y ROO- (Halliwell 1990; Kanner, German y cols.

1987). El proceso de ataque oxidativo a los lipidos se denomina peroxidacion lipidica (LPO).

La reaccién de la LPO comienza cuando un radical libre ataca a un carbono de la
cadena alifatica de un acido graso, y se extrae un atomo de hidrégeno. Esta reaccién se
produce principalmente en los carbonos contiguos a dobles enlaces de 4cidos grasos
poliinsaturados. Este radical centrado en un atomo de carbono reacciona con el O, y forma un
ROO- y otras moléculas como endoperodxidos, hidroperoxidos y cicloperdxidos (Curtis, Gilfor y
cols. 1984). El nuevo ROO- formado es capaz, a su vez, de extraer un atomo de hidrégeno de
un fosfolipido adyacente, formando un radical alquilo (R":) y un perdéxido lipidico (ROOH),
propagando asi una reaccion en cadena que se extiende por toda la membrana (Hunt, Simpson
y cols. 1988; Kanner, German y cols. 1987). La reaccién sélo termina cuando los radicales libres
interaccionan con moléculas antioxidantes o bien mediante la fragmentacién de los acidos

grasos en gran numero de productos hasta que se agota el sustrato, lo que implica la muerte
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celular. De forma esquemdtica, la reaccidon de la peroxidacion lipidica se divide en cuatro

pasos: iniciacion, propagacion, ramificacion y terminacién (Figura 3).

La oxidacién de los acidos grasos poliinsaturados produce la formacién de uniones
cruzadas entre fosfolipidos o entre fosfolipidos y proteinas (Bruch y Thayer 1983; Curtis, Gilfor
y cols. 1984). Estas alteraciones estructurales son las principales responsables de la rigidez en
las membranas bioldgicas cuando éstas son expuestas a radicales libres, y por lo tanto
determina su pérdida funcional (Bruch y Thayer 1983; Chen y Yu 1994; Dobretsov,
Borschevskaya y cols. 1977; Garzetti, Tranquilli y cols. 1993; Schroeder 1984).

Entre los productos formados destacan el malonildialdehido (MDA) y los 4-
hidroxialquenales (4-HDA), cuantificados en este trabajo como indicadores del grado de LPO.
Los productos generados durante la LPO pueden ser también moléculas muy tdxicas capaces
de provocar graves alteraciones en la membrana como modificaciones en las proteinas que la
integran (Esterbauer, Schaur y cols. 1991; Refsgaard, Tsai y cols. 2000; Subramaniam, Roediger

y cols. 1997; Zarkovic 2003) e incluso la ruptura de la membrana (Halliwell 1990).
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Figura 3. Reacciones principales de la peroxidacion lipidica.

-RL: Radical libre, LH: lipido intacto, MDA: malonildialdehido, 4-HDA: 4-hidroxialquenales.
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2. DANO OXIDATIVO A LAS PROTEINAS

Las proteinas constituyen aproximadamente un 68% del peso seco de las células
(Davies 2003), por lo que son un blanco importante para los radicales libres. Todos los
aminoacidos presentes en las proteinas tienen residuos susceptibles, sobre todo a nivel del
grupo carbonilo, de sufrir dafio oxidativo. Esta oxidacidn puede dar lugar a una alteracion de la
estructura primaria y un cambio conformacional de la proteina y por tanto, una modificacion o
pérdida de su funciéon. Dentro de los aminoacidos, la tirosina, la fenilalanina, el triptéfano, la
histidina, la metionina y la cisteina son los que presentan mayor predisposicion a ser oxidados

(Davies y Goldberg 1987).

Las alteraciones bioguimicas que producen los radicales libres en las proteinas incluyen
oxidaciones de las cadenas laterales, fragmentacion de la cadena peptidica, formacion de
enlaces cruzados entre proteinas, modificacién de los puentes disulfuro y los enlaces no
covalentes como los de hidrégeno, cambios de conformacion, alteracion de la hidrofobicidad,
y adquisicion de otros grupos reactivos como por ejemplo la 3,4-dihidroxifenilalanina, los
hidroperdxidos y los carbonilos (Davies y Goldberg 1987; Davies 2003; Dean, Fu y cols. 1997;
Stadtman 2001). Un caso a destacar es cuando el H,0, y las formas reducidas del hierro y
cobre, interaccionan en los sitios de unién de estos metales a las proteinas, produciendo
radicales libres que oxidan inmediatamente a los residuos de aminoacidos vecinos. En muchas
enzimas este sitio de unién de metales puede ser el centro activo, por lo que el ataque de

radicales libres anularia su funcionalidad (Stadtman 1993).

Aungue la reaccidn de las proteinas con los radicales libres no se puede considerar
como una reaccion en cadena en sentido clasico, también se producen una serie de reacciones

sucesivas (Figura 4) (Headlam y Davies 2003):

Proteina-OOH + e ——> Proteina-O- + OH"

Proteina-O- ——> Proteina-C-

Proteina-O- —> Proteina-carbonilo + R-

Proteina-O- + Proteina-H —> Proteina-OH + Proteina-C-
Proteina-C- + O, —> Proteina-00-

Proteina-O0- + Proteina-H ——> Proteina-OO0OH + Proteina-C-
Proteina-OOH + 2 e + 2 H* —> Proteina-OH + H,0

Figura 4. Reacciones de los radicales libres con las proteinas.
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En los procesos de dafio oxidativo a proteinas, algunos aminoacidos como la lisina,
prolina y arginina, se oxidan dando grupos carbonilo, de modo que el contenido en carbonilos
de las proteinas se puede emplear como un indicador de dafio oxidativo a las mismas
(Stadtman, Starke-Reed y cols. 1992). En este trabajo se ha cuantificado la aparicion de estos

restos como indicador bioquimico de la oxidacidn de las proteinas.

3. DANO OXIDATIVO AL ADN

El ADN también es susceptible de dafio oxidativo. El oxigeno es capaz de sumarse a las
bases o a los glucidos del ADN. Cuando un radical libre ataca a una desoxirribosa del ADN,
generalmente se produce una ruptura de la cadena a nivel del lugar de reaccidn. Sin embargo,
la cadena complementaria que permanece intacta, puede mantener juntos los dos extremos
de la cadena dafiada hasta que actlen las enzimas reparadoras. De este modo, este tipo de
dafio no es usualmente critico para la célula salvo que la rotura se encuentre cercana en las
dos cadenas (Breen y Murphy 1995). La adicidn de los radicales libres a las bases del ADN es
mas habitual que la ruptura de las cadenas y da lugar a una gran variedad de productos
derivados, siendo el mas importante la 8-hidroxi-2'-deoxiguanosina. También se pueden
formar puentes cruzados ADN-proteina. La cantidad del nucledsido 8-hidroxi-2'-
deoxiguanosina en drganos o en orina se utiliza como indice del dafio oxidativo al ADN in vivo

(Fraga, Shigenaga y cols. 1990).

Cuando la replicacién del ADN dafiado tiene lugar antes de la reparacion o cuando un
ADN dafiado se repara de manera incorrecta, tiene lugar una mutacidn (Breen y Murphy 1995;
Halliwell 1991). Asi pues, las lesiones oxidativas al ADN y la mutagénesis son causas
importantes del cancer (Ames, Shigenaga y cols. 1993). Al menos en el caso del ADN nuclear se
cree que el hierro juega de nuevo un papel importante en el dafio oxidativo. Si el H,0, llega al
nucleo, reacciona con el hierro ferroso, generando -OH que ataca en ese mismo lugar al aztcar
o a la base, produciendo roturas de hebra y modificaciones en las bases (Imlay, Chin y cols.

1988).

El dafio oxidativo al ADN mitocondrial (ADNmt) es unas 15 veces superior al del ADN
nuclear (Richter, Park y cols. 1988). La mitocondria es la principal fuente de radicales libres en
reposo, que actuarian sobre los lipidos de membrana mitocondrial, las proteinas de sus
sistemas enzimaticos y, fundamentalmente, sobre el ADNmt. Este ADNmt es muy susceptible

al dafio oxidativo debido a que, al contrario del ADN nuclear, carece de los mecanismos de
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reparacion adecuados y no tiene la proteccién que suponen las histonas y poliaminas (Schapira
y Cooper 1992). Esto ha llevado a pensar que el dafio oxidativo sobre estructuras
mitocondriales juega un papel determinante en los procesos de envejecimiento, es la llamada
“teoria mitocondrial del envejecimiento”, inicialmente propuesta por Harman en 1972 y

desarrollada por Miquel en 1980 (Harman 1972; Miquel, Economos y cols. 1980).

4. DANO OXIDATIVO A LOS GLUCIDOS

Los monosacaridos y disacaridos resisten la accion de los radicales libres de oxigeno. La
glucosa, la manosa y el manitol son depuradores del radical superéxido, al retenerlo e impedir
su accidn sobre otras moléculas, actuando como agentes protectores celulares (Albertini, Rindi
y cols. 1996). El dafio oxidativo a los glucidos reviste importancia cuando se trata de
polisacaridos de funcidn estructural, ya que los polisacaridos son despolimerizados por los
radicales libres (Monboisse y Borel 1992) dando lugar a procesos degenerativos. Un caso
especial es el del acido hialurdnico cuya funcidn estructural reside en mantener la viscosidad
del fluido sinovial. La exposicidon a agentes oxidantes, sobre todo radical superéxido, provoca
su fragmentacién lo que conduce a la desestabilizacion del tejido conectivo y a la pérdida de
viscosidad del fluido sinovial, como es el caso de la artritis reumatoide (Greenwald y Moy

1980; Grootveld, Henderson y cols. 1991).

5. EFECTO DE LOS RADICALES LIBRES EN LAS MEMBRANAS CELULARES

Las membranas de las células eucariotas no son estructuras fijas y estaticas sino que
por el contrario se caracterizan por ser plasticas y elasticas de unos 5 nm. de espesor,
formadas basicamente por una doble capa de lipidos, entre los que se intercalan proteinas que
atraviesan total o parcialmente la bicapa. Entre los lipidos destacan los fosfolipidos
fosfatidilcolina, esfingomielina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina, aunque también hay
una concentracion importante de esteroles, principalmente colesterol. Las membranas
también contienen pequefias cantidades de glicidos que se encuentran formando parte de
glucoproteinas y glucolipidos (Figura 5). La proporcidon exacta de todas estas moléculas varia

segln el tipo de membrana celular y guarda una estrecha relacidn con su funcion.

La disposicion espacial de los lipidos y las proteinas en las membranas celulares fue
descrita por Singer y Nicolson (1972) como el modelo de mosaico fluido. Segun éste los
fosfolipidos se sitian formando una bicapa, con los restos acilo o colas hidrofobas de los
fosfolipidos situados en la parte central, y las cabezas polares hidréfilas orientadas hacia los

medios acuosos intra y extracelulares. Finalmente, las proteinas estan incrustadas entre los
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lipidos a intervalos irregulares y se mantienen gracias a interacciones entre los lipidos y los

dominios hidrofébicos de las proteinas.

Fosfolipida Colesternl

Figura 5. Modelo de mosaico fluido por el que se explica la estructura de las membranas celulares.

Adaptada de Voet (2007)

Los lipidos y proteinas de la membrana forman un mosaico fluido debido a que las
uniones entre lipidos y de ellos con las proteinas son enlaces débiles o no covalentes. Esto

permite el movimiento de las moléculas divididos en 4 tipos (Figura 6):

e Difusidn, en la que los fosfolipidos se mueven lateralmente en el plano de la
membrana.

e Rotacidn, en él estos rotan sobre su eje vertical.

o Flexion y extensién de las colas hidréfobas

e Flip—flop, en el que se produce un salto de una hemicapa a la otra.

P 4
-

geeete.

/

(

. 0006007

Figura 6. Movimientos de los fosfolipidos en la bicapa lipidica de una membrana celular.
Las flechas verdes indican los que implican un desplazamiento neto de la molécula y las azules

indican los que no implican desplazamiento neto
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La composicién de la bicapa lipidica y la disposicion de las proteinas son asimétricas.
Esto significa que en una membrana celular se establecen dominios lipidicos y proteicos
diferentes en ambas caras de la membrana, lo que determina que en una misma membrana
coexistan distintos grados de fluidez. Las actividades bioldgicas especificas de las membranas
se modulan por sus propiedades fisicas. Su flexibilidad les permite adaptarse a los cambios que

acompafian el movimiento, el crecimiento y la divisidn celular (Lehninger, Nelson y cols. 2001).

Es un hecho aceptado que las membranas bioldgicas requieren un estado fluido para
desarrollar sus funciones correctamente. Por ello, conocer la estructura y las propiedades
fisicas de la bicapa constituyen la base para explicar multitud de procesos fisioldgicos
relacionados directa o indirectamente con la membrana. El transporte de iones y nutrientes,
los procesos de transduccion de sefiales que utilizan receptores localizados en la membrana, la
accion de enzimas como ATPasas, adenilato ciclasa, la aglutinacién plaquetaria, la fagocitosis,
algunas funciones relacionadas con la inmunidad, son buenos ejemplos de actividades
celulares moduladas por el comportamiento fisico de los lipidos de la membrana (Cooper y
Hamilton 1977; Dumas, Muller y cols. 1997; Fischkoff y Vanderkooi 1975; Heron, Shinitzky y
cols. 1980; Houslay 1985; Levi, Baird y cols. 1990; Shinitzky 1984; Slater, Kelly y cols. 1994;
Stubbs y Smith 1984; Sunshine y McNamee 1994; Tomita-Yamaguchi, Rubio y cols. 1991; Viani,

Cervato y cols. 1991; Vlasic, Medow y cols. 1993).

Debido a la composicién de las membranas celulares, estas son muy susceptibles de
ser atacadas por los radicales libres. El principal efecto que tienen estos es el de comenzar la
LPO, que como hemos visto antes, afecta a los fosfolipidos alterando su composicién vy
estructura, sobre todo si estos son poliinsaturados, dada la cantidad de dobles enlaces que
estos poseen (Gutteridge 1995; Rice-Evans y Burdon 1993). Asi, debemos tener en cuenta que
si la relacidn entre acidos poliinsaturados/saturados disminuye, lo hace también la fluidez de |a
membrana. Ademads de esto, la interaccién de los lipidos con los radicales libres produce
enlaces cruzados entre lipidos y lipidos — proteinas, los cuales también afectan a la membrana
aumentando su rigidez (Chen y Yu 1994). Este cambio en su fluidez afecta a todas las funciones

antes descritas.
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EJERCICIO FisIco

ACTIVIDAD FISICA Y SALUD

Desde sus origenes, el ser humano, ha necesitado la actividad fisica para sobrevivir. Ya
en el Paleolitico sus actividades principales eran la caza y la recoleccion, que conllevaban una
gran actividad fisica. Con el paso del tiempo, el hombre fue desarrollando formas de vida
menos duras, en las que no era necesario utilizar su propia energia para sobrevivir, dejando la
actividad fisica progresivamente a un lado, pasando esta a ser algo dedicado a la guerra o al
divertimento. Este proceso se vio acelerado enormemente a finales del S. XVIIl y principios del
S. XIX con la llegada de la revolucién industrial. Comienza una época que permite el desarrollo
econdmico pero conlleva un descenso en la practica fisica. Gracias a los avances producidos
desde entonces, hemos llegado a tener una sociedad con unas condiciones de vida y trabajo
gue la hacen mas facil y cdmoda, pero también mas sedentaria. Este progreso ha supuesto una
serie de ventajas sociales, que han alargado la esperanza de vida y por otro lado han

introducido nuevos factores de riesgo derivados del sedentarismo.

Actualmente, la actividad fisica estd mas asociada a la infancia y a la adolescencia.
Conforme vamos llegando a la edad adulta asumimos unas responsabilidades laborales, a la
vez que nos acomodamos a las ventajas que se nos ofrecen, lo que nos impide realizar ejercicio
fisico de manera regular. Esta poca actividad fisica se asocia a ciertos factores de riesgo para la
salud, principalmente a nivel cardiovascular (American College of Sports, Roitman y cols.

2001).

El concepto clasico de salud, que considera la salud como la ausencia de enfermedad,
ha ido evolucionando a lo largo del tiempo hacia una vision mas global de la persona. Asi, en
1946, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la salud como el estado completo de
bienestar fisico, mental y social. Supuso un gran avance en la concepcidn que se tenia de la
salud ya que se mide por primera vez en términos positivos y contempla a la persona en su
integridad, pero era un concepto utdpico, amplio y subjetivo. Poco a poco fue desarrollandose
hasta llegar al concepto actual en el que se considera un estado cambiante dentro del
continuo que va desde el estado de bienestar completo hasta la muerte (Figura 7). El objetivo
gue se pretende es estar lo mas cerca posible del bienestar completo, considerando los

aspectos fisicos, psiquicos y sociales de la persona.
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Estado de salud actual

i
4

Maerte Bienéstar

absoluto

Figura 7. Concepto de salud como estado cambiante dentro de un continuo.

Entre los determinantes de la salud hay una serie de factores fundamentales, tanto

intrinsecos como extrinsecos, para conservarla y evitar enfermedades. Cabe destacar los

siguientes:

La edad y los factores hereditarios. No pueden ser modificados, pero
pueden tenerse en cuenta en la prevencion de enfermedades.

El medio ambiente. Un ambiente libre de elementos patdgenos, tanto
bioldgicos, fisicos (radiacion, ruido), quimicos (metales pesados, sustancias
toxicas) u otros (violencia, estrés) ayuda a aumentar nuestro nivel de
salud.

La existencia de un sistema sanitario capaz de actuar a nivel de salud
publica, tanto para prevenir como para tratar enfermedades.

La adquisicion de habitos de vida saludables. Como por ejemplo la practica
regular de ejercicio fisico, llevar una alimentacion sana, o evitar conductas
de riesgo como fumar y beber en exceso, pautas de descanso regulares,

etc. (Pate y Macera 1994).

En cuanto al estilo de vida de las personas, Mendoza lo define como “el conjunto de

patrones de conducta que caracterizan la manera general de vivir de un individuo o grupo”

(Mendoza, Sagrera Pérez y cols. 1994). Por tanto la salud depende del estilo de vida de las

personas, lo que a su vez determina la calidad de vida (Coreil, Bryant y cols. 2001).

En definitiva, realizar una actividad fisica adecuada y continuada dentro de nuestro

estilo de vida, es un elemento fundamental para mantener el mayor nivel de salud posible y

elevar nuestra calidad de vida.
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FISIOLOGIA DEL EJERCICIO

Hay pocas situaciones fisioldgicas que se aproximen al estrés que sufre el cuerpo
humano durante el ejercicio fisico intenso, donde se produce una situacién de aumento de
ritmos cardiaco y respiratorio, presidn arterial, temperatura, etc. que en otras situaciones
considerariamos como patoldgicas. Ademas de los cambios que podemos observar a simple
vista, se producen otros de los que poco a poco se va descubriendo mas. Estos cambios van
desde el aumento de la perfusidén sanguinea en los territorios activos hasta cambios en los

factores de transcripcion en las células.

1. CLASIFICACION DE LOS E[ERCICIOS

Podemos clasificar al ejercicio fisico segun criterios diferentes (Garcia Morales 2007):
Segln la masa muscular utilizada:

e Local: ejercicio donde interviene menos de 1/3 de la masa muscular total.
e Regional: Si participa entre 1/3 y la mitad de la masa muscular total.

e Global: Si interviene mas de la mitad de la masa muscular.
Segun el tipo de contraccion muscular:

e |sotdnica: la contraccion constante del musculo produce una variacion de la
longitud de este. Se divide en concéntrica (los extremos del musculo se
acercan) y excéntrica (los extremos del musculo se alejan durante la
contraccién.)

e |sométrica: la contraccion no produce variacion en la longitud muscular.

e Isocinética: la velocidad de contraccidén es constante. Para ello la tension

muscular varia a lo largo del recorrido.
Segun criterios de potencia (trabajo realizado/tiempo):

e Ejercicios de resistencia: baja potencia, es decir, el mismo trabajo en mas
tiempo, lo que permite que sean ejercicios que se prolongan en el tiempo. Son
ejercicios como la carrera continua o la bicicleta.

e Ejercicios de fuerza: potencia media. El objetivo es mover la maxima carga

posible. Son ejercicios como el levantamiento de peso, o saltos.
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Ejercicios de velocidad: potencia alta. El objetivo es recorrer la distancia en el

menor tiempo o lanzar un objeto lo mas lejos posible.

Segun criterios metabdlicos:

METs utilizados: siendo 1 MET un equivalente metabdlico o el consumo de O,
(mL/min) por kg de masa corporal en reposo.

Consumo de oxigeno (VO,): se calcula la intensidad del ejercicio en funcidn del
consumo de oxigeno que provoca.

Frecuencia cardiaca (FC): latidos por minuto necesarios durante el ejercicio.

Via metabdlica de obtencion de energia: la energia necesaria para la
contracciéon muscular se obtiene del ATP, al igual que para el resto de las
funciones celulares. Pero para obtener ese ATP son necesarias unas reacciones
gue varian en funcién del sustrato utilizado. En un primer momento se
clasifican segun la necesidad de O, o no, siendo llamadas vias aerdbicas o

anaerobicas.

Segun el nivel de agotamiento:

Si un ejercicio se lleva hasta el agotamiento, se lo considera maximo.

Si por el contrario no alcanza el agotamiento, es un ejercicio submaximo.

Segun la continuidad del ejercicio:

Un ejercicio realizado una sola vez puntual, se denomina ejercicio agudo o
adaptacion aguda al ejercicio.
Si el ejercicio se realiza con una periodicidad, como en un entrenamiento,

hablamos de adaptacion crdnica al ejercicio.
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2. FASES DEL EJERCICIO

Si consideramos el ejercicio fisico como un estrés que se le impone al organismo, este
produce una serie de respuestas. Sea cual sea la clasificacién utilizada, todo ejercicio tiene

unas fases.

2.1. FASE DE ENTRADA

Es el periodo que se atraviesa desde el estado de reposo al de actividad. No todas las
funciones terminan de activarse al mismo tiempo (por ejemplo, presién arterial, VO,, FC) por lo
gue es una fase donde predomina el metabolismo anaerdbico. Se produce el Ilamado déficit de
oxigeno (Figura 8) porque las demandas de O, son mayores que la captacién y distribucion del

mismo. Esta deuda se salda al terminar el ejercicio como veremos.

VO:

Figura 8. Esquema de las fases de consumo de oxigeno durante el ejercicio.

Modificada de (Wilmore y Costill 2004).

2.2. FASE DE ESTABILIZACION

También llamado estado estable, o “steady state”. En esta fase el VO, y el gasto
cardiaco alcanzan una meseta, ya que aparece un equilibrio entre demanda y oferta de

oxigeno y sustratos energéticos en los tejidos activos, principalmente los musculos (Figura 8).

2.3. FASE DE FATIGA

Se produce debido a que la demanda de energia es mayor que su produccion. Esto, a
su vez, puede deberse a la deplecion de los sustratos energéticos, a la insuficiencia de oxigeno
en las células, a la poca eficiencia de las enzimas que catalizan estas reacciones, a problemas
derivados del desgaste mecanico de las fibras, etc. Aparece sélo en los ejercicios maximos, ya

gue en los submaximos el ejercicio finaliza antes de que se alcance esta fase.
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2.4. FASE DE RECUPERACION

Esta fase comienza una vez se ha terminado el ejercicio fisico, ya sea por agotamiento
o por decisién propia. Se produce un descenso de la captacién de O,, de la FC, de la presion
arterial, etc. que poco a poco van acercandose a los niveles de reposo. Se produce en dos
fases. Una rapida en la que el descenso es brusco y que dura aproximadamente un minuto y

una fase lenta en la que se llega hasta el estado de reposo (Figura 8).

3. ADAPTACIONES AL EJERCICIO

Como hemos visto durante el ejercicio se producen una serie de cambios coordinados
en los érganos y sistemas. Ademas, debemos diferenciar las adaptaciones que se producen
debido a un ejercicio agudo y las adaptaciones crdnicas, que se producen como consecuencia

de un entrenamiento. A continuacidn veremos las mas importantes:

3.1. SISTEMA CARDIOVASCULAR

Como bien sabemos, el sistema cardiocirculatorio es un sistema de conduccion que
estd formado por una bomba (el corazén) que mueve un fluido (sangre) a través de unos
canales (vasos sanguineos). Gracias a esta configuracion se realizan varias funciones, siendo la
principal la de distribucion. Distribuye oxigeno y nutrientes por todas las células del organismo
y recoge de ella los productos de desecho generados durante la respiraciéon celular. Pero no es
esta su Unica funcidn, ya que a través de ella viajan hormonas, contribuye a la inmunidad, sirve

como regulador del pH, de la temperatura corporal, etc.

Todas estas funciones son muy importantes durante el ejercicio. Al aumentar las
necesidades metabdlicas, este sistema de transporte se ve también mas solicitado. Las
variaciones se aprecian en todos sus componentes, ya que hay variaciones relativas al corazén,

ala sangrey alos vasos.

La FC es uno de los indicadores mas sencillos e informativos sobre el nivel de esfuerzo
realizado. Simplemente tomando el pulso podemos estimar la intensidad del ejercicio que
estamos realizando. En reposo, la FC normal se situa entre 60 y 80 latidos por minuto (Ilpm),

aungue en sujetos sedentarios y de mediana edad esta FC puede superar los 100 lpm.
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La FC aumenta con la actividad diaria, y mas concretamente en los instantes previos a
un ejercicio programado. Esta elevacion se debe al aumento del tono del sistema nervioso
simpatico, que libera noradrenalina (NA) y a la liberacion de adrenalina por la médula
suprarrenal. A estos factores se une la disminucién del tono vagal, lo que nos permite estar

mas alerta ante una inminente situacidn de estrés (Tresguerres y Ariznavarreta 2006).

Al comenzar un esfuerzo, sobre todo si este es de resistencia, la FC aumenta
progresivamente en proporcion a la intensidad del ejercicio hasta llegar a una meseta en la
gue se estabiliza. Es lo que hemos Ilamado antes “estado estable”. Si el esfuerzo aumenta, la
FC lo hace en igual medida hasta que se estabiliza de nuevo. Cuando el ejercicio se prolonga
mucho o si la intensidad alcanzada es maxima, la FC aumentara hasta llegar a un limite
superior, que llamaremos FC maxima. En ejercicios de fuerza el aumento es menor, ya que no
hay suficiente tiempo para que se produzca la adaptacién. La FC maxima es un valor que se
mantiene constante de un dia para otro y que cambia poco con la edad o el entrenamiento,
por lo que puede ser util a la hora de definir intensidades de ejercicio tomando este valor

como referencia (Wilmore y Costill 2004).

Ademas de la FC, el otro parametro que define la efectividad del corazén al bombear
sangre es el volumen de sangre que se envia en cada latido. Es lo que llamamos volumen
sistolico (Vs). Su producto se conoce como gasto cardiaco (Q) y muestra el volumen de sangre
bombeado por minuto. Durante el esfuerzo, el Vs cambia para permitir al corazén trabajar con
mayor eficacia. Esta determinado por el volumen de sangre venosa que retorna al corazén, por
la capacidad de distensidn que tiene el ventriculo y la fuerza de contraccidén que es capaz de
desarrollar. Al comenzar el ejercicio, el Vs aumenta rdpidamente hasta el 40 o 60 % de su
capacidad maxima. Cuando llega cerca del maximo de la capacidad del ventriculo, el Vs se
mantiene casi estable, aumentando muy poco. En este momento, para seguir aumentando Q

se recurre al aumento de la FC (Figura 9).
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Figura 9. Relacion entre gasto cardiaco (Q), volumen sistdlico (Vs) y frecuencia cardiaca (FC) en latidos por minuto
(lom).
Adaptada del Tratado de Fisiologia Médica (Guyton y Hall 2006).

En reposo el Vs en una persona no entrenada es aproximadamente de 50-60 mlL,
mientras que gracias al entrenamiento de resistencia puede llegar a ser de 80-110 mL. Si el
ejercicio que realizamos es en una posicion vertical, el Vs puede aumentar debido al esfuerzo
hasta 100-120 mL y si la actividad la hace una persona que realiza actividad fisica de manera
habitual, el valor puede llegar hasta 160-200 mL. Por el contrario, si el ejercicio es en posicion
supina, el aumento es mucho menor debido a que la sangre fluye con menos resistencia en
esta posicién, porque no debe vencer la fuerza de la gravedad en su retorno al corazén. Como
hemos visto el retorno venoso era uno de los factores que influian en el Vs. Si para que se
produzca el retorno venoso es necesario que aumente la presién, entrard mas sangre en el
corazon, lo que distendera mas el ventriculo, haciendo que sea eyectada con mas fuerza. Es el

Ilamado mecanismo de Frank-Starling (Wilmore y Costill 2004).

Si, como hemos visto, debido al ejercicio agudo aumenta tanto la FC como el Vs, la
relacién que los une también aumentara. Esta relacion se denomina gasto cardiaco. El gasto
cardiaco es el producto de la FC por el Vs (Q = FC x Vs). Este aumento es lineal conforme al
nivel de esfuerzo (Figura 9). En reposo este valor es de unos 5-6 L (Q = 80 Ipm x 70 mL), aunque
durante un esfuerzo maximo puede aumentar hasta 20-40 L (Q = 195 Ipm x 180 mL) en funcidn

de la masa corporal.

La consecuencia del aumento del gasto cardiaco es un aumento de la presidén que
ejerce la sangre sobre los vasos. Debemos distinguir 2 tipos: la presion arterial sistélica (PAS),
gue es la presidn que soportan las arterias durante la contraccion ventricular o sistole y la
presion arterial diastélica (PAD), que es la presion residual que queda durante la diastole o

relajacion de los ventriculos cardiacos. En ejercicios de resistencia la PAS aumenta en
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proporcién directa a la intensidad y en personas jovenes es normal observar valores de hasta
240 — 250 mm Hg (Berne, Levy y cols. 2009). Este aumento se debe al aumento de Q. Al
bombear mas volumen de sangre y mayor nimero de veces la presién que esta ejerce sobre
los vasos es mayor. Esta adaptacion ayuda a conducir la sangre mas rapidamente y aumenta el
fluido que sale de los capilares, lo que permite una mejor irrigacion de los tejidos activos,
aumentando el hematocrito debido a la disminucién del volumen de plasma. Esta
hemoconcentracion durante el ejercicio fisico agudo supone una mejora en el rendimiento del
sistema de transporte de oxigeno en un momento en el que el organismo necesita mas
oxigeno por el alto consumo muscular. Por contrario la PAD cambia poco o nada en ejercicios
de resistencia. No hay cambios de mas de 15 mm Hg ya que es un ejercicio que no afecta a la
distensibilidad vascular. Sin embrago, en ejercicios de fuerza ambas aumentan de forma
considerable, ya que la tensidn generada de manera mantenida por el muisculo comprime los
vasos, lo que disminuye su radio y aumenta la presion que ejerce sobre ellos la sangre que
circula por dentro. En este tipo de ejercicios, la PA puede alcanzar valores que superen 480-
350 mm Hg. (MacDougall, Tuxen y cols. 1985) gracias al bloqueo de la glotis, que incrementa la
presion intratordcica, contrayendo los vasos principales que pasan por esa zona. A esta

compresion se le denomina “maniobra de Valsalva”.

Ya hemos visto las adaptaciones que sufre el corazdn, la bomba de este sistema. Pero
el sistema vascular también se adapta para satisfacer las necesidades corporales durante un
esfuerzo. Se produce una redistribucion de sangre hacia los tejidos que mas necesidades
tienen, en este caso los mas activos. Esta redistribucidén se produce en un primer momento
gracias a la accidn del SN simpatico, igual que sucedia con el corazdn. Es légico pensar que el
mecanismo que prepara al corazén frente al estrés que supone el ejercicio, regule una
adaptacion de otras areas del sistema. De este modo provoca una vasoconstriccion en el
sistema digestivo y en los rifiones, que son zonas que no van a tener apenas actividad y
produce una vasodilatacién muscular, que va a ser el tejido mas activo. Existen drganos que
deben mantener una irrigaciéon constante debido a su importancia. El cerebro mantiene un
flujo constante de sangre mientras que el corazdn recibe un porcentaje constante del Q para

cualquier tipo de esfuerzo.

Debido al aumento del metabolismo, aumenta la acidez, la concentracién de CO, vy la
temperatura, a la vez que hay un descenso de la presidn parcial de O, a nivel tisular. Esto
provoca una autorregulacion que aumenta el flujo de sangre hacia los capilares de los
territorios que necesitan mas energia y eliminar los productos de desecho, entre los que se

incluyen los radicales libres. Gracias a este aumento de la acidez y de la temperatura, la curva
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de saturacion de la hemoglobina (Hb) se desplaza a la derecha, o lo que es lo mismo, se libera
mas oxigeno ya que este se disocia de la Hb con mas facilidad (Guyton y Hall 2006). Sin
embargo, debido al aumento de la velocidad de circulacion de la sangre al pasar por los
capilares y a la accidn de los radicales libres sobre las membranas eritrocitarias, durante la
actividad fisica se produce una hemdlisis que reduce, aunque ligeramente, la cantidad de

glébulos rojos disponibles para el transporte de oxigeno (Wilmore y Costill 2004).

Una vez vistas las adaptaciones agudas que se sufren debido al estrés que supone un
ejercicio puntual, vamos a ver las modificaciones que lleva a cabo nuestro organismo para

adaptarse a un entrenamiento, es decir, una serie de estimulos consecutivos.

Comenzaremos con el corazén. Este drgano sufre una serie de variaciones como
respuesta a la mayor demanda de esfuerzo. Tras un entrenamiento de resistencia el corazoén
aumenta su volumen, su peso y el grosor de su pared ventricular. Esto es debido a que tras una
solicitacién superior a la habitual, el miocardio se hipertrofia al igual que puede suceder con el
musculo esquelético. Esta adaptacion se conoce como “Corazon del deportista”, que no debe
confundirse con la hipertrofia ventricular izquierda. En esta patologia la pared ventricular
también aparece engrosada, pero tiene asociada una disminucion en su capacidad contractil y

en el volumen sistélico (Wilmore y Costill 2004).

El Vs sufre un incremento global debido al ejercicio. En una situacidon de reposo es
bastante mas alto que en personas que no han entrenado y ademas durante la realizacion de
ejercicios submaximos y maximos también es mayor (Tabla Il). Estos valores son relativos ya

qgue hay que tener en cuenta que el Vs depende del tamaiio de la persona.

Tabla Il. Volumen sistdlico(Vs) de diferentes grupos de personas.

Adaptada de (Wilmore y Costill 2004).

Sujetos Vs reposo (mL) Vs max (mL)
No entrenados 50-70 80-110
Entrenados 70-90 110-150
Alto rendimiento 90-110 150 ->220
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Ademas debemos saber que, debido al entrenamiento, se produce un aumento del
volumen plasmatico, posiblemente debido a mecanismos hormonales o al aumento de las
proteinas plasmaticas, principalmente la albimina (Yang, Mack y cols. 1998). Esto unido a la
disminucion de la agregacion plaguetaria que produce el entrenamiento, reduce la viscosidad
sanguinea vy facilita su circulacion por los vasos (Lippi y Maffulli 2009). La hemodilucidon
provocada por el entrenamiento supone durante el reposo menores necesidades

cardiocirculatorias con disminucién del trabajo cardiaco y de las resistencias periféricas.

Sabemos que el ventriculo izquierdo se llena mas, ya que debe eyectar sangre a un
area mayor que el derecho. Esto, unido al aumento del volumen plasmatico, hace que haya
mas sangre disponible y se produce un incremento en el volumen diastélico final. Al producirse
un mayor llenado ventricular, por el mecanismo de Frank-Starling, la contraccion es mayor.
Debido a esto el Vs final, es decir, el volumen de sangre que permanece en el ventriculo

después de la eyeccidn, se reducird, haciendo que la fraccion de eyeccion aumente.

En lo que se refiere a la FC, se ha observado que sufre un descenso en estado de
reposo, lo que puede ser debido al predominio parasimpatico tras el ejercicio o a un aumento
del Vs, lo que mantendria el gasto cardiaco con un FC menor. Del mismo modo, en ejercicios
de tipo submaximo, podemos ver también que frente a un mismo nivel de esfuerzo la FC es
menor, mientras que la FC max tiende a ser estable, aunque puede disminuir para optimizar el
gasto cardiaco. Otra de las adaptaciones que sufre la frecuencia de latidos del corazén es que
tras un ejercicio el tiempo que tarda la FC en volver al ritmo de reposo, o sea, el periodo de
recuperacion de la FC, se reduce con el entrenamiento. Este parametro puede usarse para

determinar el grado de mejora que tiene una persona que esta siguiendo un entrenamiento.

Si tenemos en cuenta las adaptaciones que tienen estas dos variables podemos
conocer los cambios en el gasto cardiaco. Gracias al entrenamiento, el cuerpo se adapta para
mantener la mejor relacion FC y Vs. Con FC muy altas el tiempo de llenado es menor y el Vs
disminuye. Por lo tanto, el corazén optimiza su rendimiento llegando a FC donde el Vs también
sea 6ptimo, como antes hemos visto. En reposo o durante un ejercicio submaximo, el gasto
cardiaco no cambia apenas, ya que nuestras necesidades metabdlicas son similares a las que
teniamos antes de entrenar. Pero en ejercicios maximos Q aumenta considerablemente
debido, sobre todo, al Vs. Q maximo oscila entre 14 — 20 L/min en personas no entrenadas, 25
— 35 L/min en sujetos entrenados y alcanza mas de 40 L/min en deportistas de alto

rendimiento (Wilmore y Costill 2004).
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La presion arterial estd asociada a la eficiencia del corazén en el bombeo de sangre.
Los vasos reciben un mayor volumen de sangre que ademads es bombeada con mas fuerza.
Después de un programa de entrenamiento, se puede observar que ante ejercicios
submaximos o incluso maximos, la PA no sufre apenas cambios en personas normotensas. Por
el contrario en reposo, las PA de personas hipertensas se reducen. Concretamente la PAS

disminuye unos 10 mm Hg y la PAD 8 mm Hg de media (Wilmore y Costill 2004).

En lo que se refiere a riego sanguineo, podemos observar que se produce una mejora
en el aporte sanguineo a los musculos activos debido a cuatro factores (Guyton y Hall 2006;

Hermansen y Wachtlova 1971):

e Una mayor capilarizacion de los musculos entrenados. O lo que es lo mismo un
aumento del ratio capilares/fibras.

e Mayor vasodilatacién de los capilares existentes en los musculos entrenados,
gracias a la accion de la NOS.

e Una redistribucién de la sangre mas efectiva.

e Unincremento del volumen sanguineo.

Ademas, se produce un aumento de la eritropoyesis en la médula dsea. Durante un
ejercicio agudo no hay tiempo de que los mecanismos eritropoyéticos actien, sin embargo,
gracias al entrenamiento se produce un aumento de la concentracién de reticulocitos y de la
secrecién de eritropoyetina (EPO). La posible causa de esto es la falta de oxigeno en las células
del epitelio de los tubulos renales, que la segregan. A pesar de que el nimero de hematies
aumenta con el entrenamiento, lo hace aun mas el volumen plasmatico. De ahi Ia

hemodilucion que se produce (Green, Sutton y cols. 1991).

Todos estos factores unidos a la mayor diferencia arterio-venosa de O,, gracias a una
mayor eficacia del aporte de O, a los tejidos, son los que hacen que nuestro rendimiento

cardiovascular aumente gracias al entrenamiento.

3.2. SISTEMA RESPIRATORIO

El sistema respiratorio es el encargado de introducir oxigeno en el cuerpo y eliminar el
CO,, por lo que independientemente de la eficacia de nuestro sistema cardiocirculatorio, la
capacidad de resistencia disminuird si no se aporta suficiente oxigeno a la sangre. Tiene

ademas un papel importante en la regulaciéon del pH, debido al intercambio gaseoso que
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realiza. No suele ser un factor limitante en el ejercicio, ya que la ventilacion pulmonar puede
aumentarse en mayor medida que la distribucién a través de la sangre, pero aun asi este
sistema sufre una serie de adaptaciones. Se debe a que durante un esfuerzo, sus funciones se

ven aumentadas.

El proceso de la ventilacion pulmonar consta de dos fases. Una inspiracion en la que
penetra aire en los pulmones debido a la diferencia de presidon que se genera y otra de
espiracion en la que este aire sale. Durante el ejercicio la ventilacion se ve aumentada, se
vuelve mas corta y profunda. Para ello se crea una presion intratoracica mas negativa y de
forma mads rapida gracias a la accion de los musculos respiratorios diafragma, intercostales
externos, escalenos, pectoral y esternocleidomastoideo. La segunda fase, la de espiracion
también se vuelve mas corta. Ya no es pasiva, como en reposo, ya que entran en accion el
diafragma, los musculos abdominales e intercostales internos. Ademas los cambios de presion
intratoracica e intraabdominal favorecen también el retorno venoso hacia el corazén. La
ventilaciéon pulmonar se incrementa en dos fases: una inmediata y repentina seguida por otra
continua y progresiva de la profundidad y el ritmo respiratorio. De 12 ventilaciones por minuto
(v/min) en reposo, se pueden alcanzar ritmos de hasta 45 -50 v/min. Gracias a ello, el volumen
de aire que entra y sale de los pulmones durante un esfuerzo puede alcanzar los 120 L/min en
sujetos pequefios y 200 L/min en sujetos grandes, mientras que en reposo es Unicamente de

unos 5-6 L/min (Wilmore y Costill 2004).

El siguiente paso en el proceso de la respiracion es la difusion pulmonar. En ella, el
oxigeno atraviesa la membrana alveolar hacia la sangre a la vez que el CO, difunde desde la
sangre hacia el aire alveolar. Este proceso es posible debido a la diferencia de las presiones
parciales de los gases entre los alveolos y la sangre. Se crea un gradiente de presion a través de
la membrana respiratoria que favorece el intercambio. Durante el ejercicio este gradiente
aumenta ya que cuanto mas grande es, mas rapido difunden los gases. Gracias al incremento
de la ventilacion y de la difusiéon pulmonar el consumo de oxigeno (VO,) pasa de unos 200
mL/min hasta aproximadamente 6000 mL/min (Guyton y Hall 2006). Tanto el O, como el CO,
viajan a través de la sangre de los capilares pulmonares hacia las células del cuerpo y regresan
a los pulmones. Estos gases son transportados de forma diferente. El oxigeno circula unido a
hemoglobina (98%) o disuelto en el plasma (2%), mientras que el CO, lo hace disuelto en
plasma (7-10%), en forma de iones bicarbonato (60-70%) o combinado con la hemoglobina
(20-30%) formando carboxihemoglobina. Cada molécula de Hb presente en los hematies
puede transportar 4 de oxigeno. La combinacién del gas con la proteina depende de la presion

parcial de O, (PO,). Si es alta, se llega a producir una saturacidn casi completa de la Hb.
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Ademas como ya hemos dicho antes, factores como la temperatura y el pH también influyen

(Figura 10).
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Figura 10. Efecto del pH (A) y de la temperatura (B) en la curva de saturaciéon de la hemoglobina.

Adaptada de (Wilmore y Costill 2004).

El contenido de oxigeno en la sangre arterial que viene de los pulmones después del

intercambio del oxigeno y del diéxido de carbono es de 20 mL por cada 100 mL de sangre. Una

vez que la sangre atraviesa los capilares este valor cae hasta 15 — 16 mL en sangre venosa

debido a la captacidén de oxigeno por parte de las células del organismo. Por tanto la diferencia

entre el oxigeno que hay en las arterias y el que hay en las venas (diferencia arterio-venosa) es

de 4-5 mL, en reposo. Durante un ejercicio aerdbico intenso, en el que la demanda de este gas

por parte de las células musculares activas aumenta, esta diferencia puede subir hasta 15 mL

(Guyton y Hall 2006).

En resumen, los factores que influyen en el transporte y difusidon del oxigeno por el

organismo son:

e El contenido de oxigeno de la sangre, mayor cuanto mas saturada esté la Hb.

e Mantenimiento de la PO,, ya que si disminuye esta presidn parcial en la sangre,

la difusidn de oxigeno a los tejidos se vera limitada.
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e Intensidad del flujo de sangre. Cuanta mas sangre se encuentre circulando por
los musculos habra una mayor disponibilidad de oxigeno para la obtencién de
energia.

e Llas condiciones locales del tejido influyen debido a que si se produce un
aumento de la temperatura y de la acidez se favorecera la disociacién de la Hb

y el O,.

Todas estas adaptaciones se deben a un estimulo aislado de ejercicio y nuestro
organismo responde de manera similar cada vez que este se presenta. Pero si es sometido a un
programa de entrenamiento, el cuerpo sufre adaptaciones que le permiten afrontar el
estimulo de nuevo en mejores condiciones. Las adaptaciones que se dan en el sistema
respiratorio comienzan por adaptaciones de la ventilacién pulmonar. En reposo, se mantiene
invariable. Pero cuando nos enfrentamos a un ejercicio aumenta sustancialmente y puede
pasar de 120 L/min de aire que moviliza una persona no entrenada hasta 180-200 L/min en
deportistas muy entrenados. Esto es debido a la mayor frecuencia respiratoria, gracias a la
adaptacion de los musculos respiratorios y al aumento del volumen tidal. A esto se suma el
incremento de la difusion pulmonar que aunque no varia en reposo ni en ejercicios de
intensidad submaxima, si que se produce un aumento en los ejercicios maximos gracias a un
incremento del flujo de sangre pulmonar, especialmente hacia las zonas superiores,
normalmente menos irrigadas. Como consecuencia, hay mas sangre en los alveolos

pulmonares para captar el oxigeno y transportarlo hacia las células (Wilmore y Costill 2004).

Gracias a las adaptaciones descritas obtenemos una cantidad mayor de oxigeno en la
sangre. Ademas, debido al entrenamiento conseguimos que la diferencia arterio-venosa sea
mayor, lo que sucede principalmente en los ejercicios maximos, mientras que en reposo o en
los ejercicios submaximos no varia, quiza debido a que no es necesario extraer tanto oxigeno
por los musculos. Como vemos ademas de captar mas oxigeno, nuestro organismo es capaz de

hacer llegar a las células este oxigeno.

El valor que resume todos estos procesos es el consumo de oxigeno (VO,), ya que
viene determinado por la capacidad de ventilacién y difusidon pulmonar, la de transporte y la
de captacién de este por las células. Por ello es un valor muy utilizado a la hora de definir el
estado de forma de los deportistas. En reposo, se produce un ligero aumento de este en
deportistas muy entrenados, debido al aumento de su metabolismo basal, y durante ejercicios
submaximos no se aprecia apenas alguna variacion. El VO, maximo (VO, max) es el ritmo mas

alto de consumo de oxigeno alcanzable al realizar esfuerzos fisicos. Cuanto mayor sea la
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intensidad de nuestro ejercicio, el VO, ira aumentando hasta alcanzar un tope, a partir del cual
aunque se produzca un incremento de la intensidad, el VO, se estabilizard o reducira
ligeramente. Gracias al entrenamiento de resistencia este limite puede estar mas alto ya que
aumenta nuestro VO, max, lo que nos permite consumir mas oxigeno para obtener energia

(Pollock 1973).

3.3. ADAPTACIONES METABOLICAS

Los musculos esqueléticos, al igual que la mayoria de las células del organismo, pueden
obtener la energia necesaria para sus funciones vitales de varias fuentes energéticas. La
principal funcién celular del musculo esquelético es la de contraerse, para lo que requiere una
cantidad de energia importante. La cantidad de energia que necesita y la rapidez con la que la
demande, definirdn que via metabdlica utiliza preferentemente para conseguirla. De esta
manera la energia necesaria para ejercicios de ligera o moderada intensidad o de larga
duracidn, proviene fundamentalmente de la via aerdbica, es decir del metabolismo de los
hidratos de carbono y las grasas con la participacién del oxigeno. En general, podemos afirmar
que la energia necesaria para realizar actividades fisicas de larga duracidn proviene
fundamentalmente de la oxidacién de sustratos en las mitocondrias, con una pequefia
aportacién de las reacciones anaerdbicas que tienen lugar en el citosol. Como ya hemos visto

antes, la mitocondria es la principal fuente de radicales libres.

Cuando se demanda una cantidad de energia de forma mas rapida se utiliza la via
anaerdbica. La principal limitacion que tiene esta via es que, si bien puede proporcionar
energia de manera mas rapida que la aerdbica, proporciona mucha menos. Ademads, se
producen una serie de “productos de desecho”, que varian las condiciones del musculo. Entre
estos se encuentra el acido lactico o su base conjugada, lactato. Gracias a la medicién de la
concentracién del lactato, podemos estimar el uso que se ha llevado a cabo de esta via
metabdlica por parte de las células. No obstante, parece claro que conseguir la energia
exclusivamente de un sistema energético es muy dificil, debido al solapamiento de todas las

vias, aunque siempre predomina una sobre las otras (Lopez Chicharro y Aznar Lain 2004).

Segun el planteamiento cldsico, el sistema anaerdbico glucolitico predominaba sobre
el aerdbico hasta los 120 segundos de ejercicio, momento en el que se producia la transicion
hacia la predominancia aerdbica. Esto se debe a que la activacidon de la via aerdbica no es
inmediata sino que tarda un tiempo en ponerse al nivel de las exigencias energéticas. Describe

una curva como la que hemos visto en la Figura 8, que representa la evolucidn del consumo de
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oxigeno durante un ejercicio. Este planteamiento se ha cuestionado, ya que se ha comprobado
gue a partir de los 60 segundos de ejercicio la via aerdbica cobra un protagonismo mayor que

el de la via anaerdbica glucolitica que ya no es tan importante (Yamamoto y Kanehisa 1995).

En ejercicios con un aumento de la intensidad progresivo, este déficit de oxigeno es
muy pequefio y la energia necesaria se obtiene de la oxidacién de acidos grasos e hidratos de
carbono desde el comienzo. A medida que se incrementa la intensidad, y por tanto la
necesidad de energia, se suma a esta via la anaerdbica glucolitica. La accién de esta via
provoca la aparicién de lactato en sangre a partir de cierta intensidad de trabajo en ejercicios
progresivos. Este punto se conoce como “umbral anaerdbico” y se debe a la incapacidad de
aportar el suficiente oxigeno a las células activas (Hill, Long y cols. 1924). Aceptando este
hecho, la deficiencia de oxigeno en los tejidos depende de factores tanto cardiocirculatorios,

respiratorios como metabdlicos, de ahi que aparezcan adaptaciones en todos estos sistemas.

Si continla creciendo la intensidad del ejercicio, llegarda un momento en que no se
pueda consumir mas oxigeno. Se habra alcanzado el VO, max. Este punto sera el limite de Ia
produccidn de energia gracias a la via oxidativa. Con un trabajo de esta intensidad, ya hay un
aporte de energia conjunto por parte de las vias aerdbica y anaerdbica aunque se podra seguir
aumentando la intensidad hasta que todas las vias metabdlicas estén produciendo su maxima

energia. En este punto se alcanza la intensidad maxima de trabajo.

Esta produccion de lactato por el musculo es la responsable de las variaciones en las
condiciones locales de las que hablabamos en el apartado de “Adaptaciones respiratorias”.
Gracias al aumento de la concentracion de acido lactico disminuye el pH local, lo que permite
una mejor disociacién del oxigeno de la hemoglobina. Por esta razon puede aprovecharse
mejor el oxigeno transportado por lo hematies. Por el contrario, si este aumento de la acidez
es muy grande podria afectar a la actividad de las enzimas que catalizan las reacciones de
produccidn de energia. Es por ello que poseemos un sistema amortiguador de la acidez, y que
esta muy relacionado con la ventilacion pulmonar. Es el sistema tampdn del bicarbonato. Al
actuar frente a la gran cantidad de hidrogeniones (H') se forma &cido carbdnico que
rapidamente se disocia en CO, y agua, facilmente eliminables por la respiracién. De ahi que
haya un incremento de la ventilaciéon a pesar de que no podamos consumir mas oxigeno

(Guyton y Hall 2006).

Una vez conocidas las adaptaciones que sufre nuestro metabolismo debidas a la

actividad fisica, veremos como influye en estos sistemas el entrenamiento.
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Como hemos visto antes, el entrenamiento produce un aumento de la capacidad
aerdbica y somos capaces de consumir mas oxigeno durante un ejercicio maximo, o dicho con
otras palabras, se produce un incremento del VO, max. Hay muchos estudios que demuestran
qgue gracias al entrenamiento aumenta este parametro (Getchell y Moore 1975; Hickson,
Kanakis y cols. 1982; Orlander, Kiessling y cols. 1977). Este aumento esta definido, ademas de
por el entrenamiento, por factores no del todo conocidos. Siguiendo un mismo programa de
entrenamiento se han visto incrementos en distintas personas que van desde el 4% hasta el

93%, aunque la media se situa entre el 15% al 20% (Pollock 1973).

La limitacion en el ejercicio se debe fundamentalmente a la falta de aporte de oxigeno
a los tejidos, y estas mejoras se deben a una mejor perfusion de los musculos y a un aumento
del gasto cardiaco y volumen sanguineo (Saltin y Rowell 1980). Estas adaptaciones musculares,
incluido el mayor nimero de mitocondrias y el incremento del umbral anaerébico, que se sitta
mas proximo al nivel del VO, max., estan relacionadas con la mayor capacidad para realizar

ejercicios de resistencia (Holloszy y Coyle 1984).

EJERCICIO FISICO, RADICALES LIBRES Y ANTIOXIDANTES

La primera vez que se sugirié que el ejercicio estaba asociado a un incremento del
estrés oxidativo fue en los afios 70, cuando Dillard (1978) y Brady (1979) demostraron un
incremento de la peroxidacidn lipidica tanto en humanos como en ratas. Ya en los afios 80,
Davies y sus colaboradores encontraron la primera evidencia de que en el musculo se daba
una produccién de EROs, lo que producia estrés oxidativo (Davies, Quintanilha y cols. 1982).
Esta situacidn suponia que el ejercicio fisico era potencialmente dafiino para los musculos.
Como ya se conocia el papel de la mitocondria en la produccion del radical superéxido y de
perdxido de hidrogeno (Boveris y Chance 1973), esta era una explicacion posible a este

aumento en la concentracidn de radicales libres.

El siguiente paso era comprobar qué sustancias podian protegernos de este dafio, por
lo que comenzd a estudiarse el papel de los antioxidantes en la proteccion de los organulos
celulares del dafio oxidativo (Davies, Maguire y cols. 1982; Quintanilha, Packer y cols. 1982). En
otros estudios, Jackson comprobd los posibles beneficios de la vitamina E en la reduccién del
dafio muscular debido al ejercicio fisico (Jackson, Jones y cols. 1983) y que la deplecién de esta
vitamina producia un incremento del dafio en la membrana muscular debido a la contraccidn
muscular (Jackson, Edwards y cols. 1985). Estos hallazgos impulsaron el estudio del efecto de

la suplementacién con este y otros antioxidantes en el dafio oxidativo en diversos tejidos,
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viendo que los antioxidantes producia un descenso de los marcadores de estrés oxidativo

(Goldfarb, McIntosh y cols. 1994; Kanter, Bullard y cols. 1993; Kumar, Reddy y cols. 1992).

Hasta ese momento se utilizaban Unicamente técnicas que median los productos de la
reaccion de estos radicales libres con lipidos (Brady, Brady y cols. 1979; Dillard, Litov y cols.
1978), aunque Jackson y Davies (Davies, Quintanilha y cols. 1982; Jackson, Edwards y cols.
1985) utilizaran también la espectroscopia de resonancia de spin electréonico para examinar las
especies reactivas relativamente estables en los tejidos. Mediante este tipo de estudios se
observé la liberacidon de O, por el musculo en contraccidon (Reid, Haack y cols. 1992; Reid,
Khawli y cols. 1993; Reid, Shoji y cols. 1992), se demostro la generacion de -NO por el musculo
esquelético (Balon y Nadler 1994; Kobzik, Reid y cols. 1994) y se detectd la formacion de -OH

por tejido muscular activo (Diaz, Brownstein y cols. 1994; O'Neill, Stebbins y cols. 1996).

Como ya hemos visto anteriomente, la SOD es una enzima fundamental en la
regulacion del estado redox de la célula, por lo que su actividad durante el ejercicio y su
variacion durante y después del mismo fueron investigadas durante la década de los 80
(Alessio y Goldfarb 1988; Higuchi, Cartier y cols. 1985; Jenkins, Friedland y cols. 1984; Kanter,
Hamlin y cols. 1985). La habilidad del cuerpo de adaptarse tanto a ejercicio agudo como
cronico y elevar la capacidad antioxidante esta descrita en corazon, aparato respiratorio y en
musculo esquelético (Criswell, Powers y cols. 1993; Hammeren, Powers y cols. 1992; Ji 1993; Ji,
Fu y cols. 1992; Ji, Stratman y cols. 1988; Powers, Criswell y cols. 1994; Powers, Criswell y cols.
1994; Powers, Criswell y cols. 1993), sobre todo en las fases tempranas de la recuperacion

(Tian, Nie y cols. 2010).

Paralelamente se estudio el rol que tenia un antioxidante de bajo peso molecular, el
glutatidén, en la regulacion de la actividad de los radicales libres en el ejercicio. Se comprobd
gue los niveles de este variaban debido a la actividad fisica, y que su contenido y el estado
redox de la célula cambiaban después de seguir un entrenamiento de resistencia (Sen, Atalay y
cols. 1994; Sen, Marin y cols. 1992). También se comprobd que la suplementacidon con
antioxidantes previene la oxidacion del glutation presente en sangre (Sastre, Asensi y cols.

1992).

Ya en los afios 90, se estudio el papel que tienen las EROs producidas en la contraccion
del musculo en su funcién, y como el estado redox de la célula es capaz de modular los
procesos de sefalizacién celular (Sen 2001). Gracias a estos estudios se abrié un campo que

continta en la actualidad y que pretende mas que comprobar los cambios en los marcadores
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de estrés oxidativo y su prevencidn, entender el funcionamiento redox de la célula muscular y

el ejercicio.

1. FUENTES DE RADICALES LIBRES EN EL EJERCICIO

Hemos expuesto previamente las mayores fuentes de radicales libres que hay en el
cuerpo humano. Sin embargo, en una situacion concreta y que produce cambios tan
importantes como es el ejercicio fisico, que merece la pena volver a incidir en los procesos que
mas influyen en la generacidn de especies reactivas tanto de oxigeno como de nitrégeno. La
mayoria de los estudios no se preocupan de la fuente sino mas bien de los efectos de este
estrés oxidativo, como en el primer estudio de Dillard (1978). Se asume que el musculo es el
principal origen de radicales libres durante el ejercicio, aunque otros tejidos como el cardiaco,
el pulmonar o los gldbulos blancos pueden contribuir significativamente a la produccion de

EROs.

Debido a la naturaleza invasiva de la obtencidon de muestras en humanos, los estudios
se han centrado en medir marcadores de oxidacion en sangre periférica independientemente
del ejercicio realizado, lo que puede llevar a resultados contradictorios en algun caso. Se ha
comprobado un incremento de LPO (Alessio, Hagerman y cols. 2000; Baker, Bailey y cols. 2004;
Childs, Jacobs y cols. 2001; Davies, Quintanilha y cols. 1982; Ji y Fu 1992; Li, Tong y cols. 1999),
de la carbonilacién proteica (Lamprecht, Greilberger y cols. 2008), daifo al ADN (Selman,
MclLaren y cols. 2002) o rigidez en la membranas celulares (Brzeszczynska, Pieniazek y cols.
2008). Algunos autores sugieren que cambios metabdlicos comunes en todos los protocolos de
ejercicio como la liberacién de catecolaminas y su autooxidacidn, son los responsables de este

incremento en la produccién de EROs (Cooper, Vollaard y cols. 2002).

Otra posibilidad es que el proceso inflamatorio que sufre la fibra muscular tras el
ejercicio sea el responsable de esta produccion de radicales libres, debido a la invasion del
area de macrdéfagos y otras células fagociticas. Este proceso es esencial para la regeneracion
muscular pero conlleva una liberacién de radicales libres por parte de estas células. Esta puede
llegar a dafar el musculo no dafiado por el ejercicio (Butterfield, Best y cols. 2006; Zerba,

Komorowski y cols. 1990).

Los mecanismos de produccidén enddgena de radicales libres en el musculo se localizan
en varios lugares, siendo las EROs primarias -:O," y NO (Jackson 2005). Una de la fuentes es la
mitocondria, que genera principalmente ‘O, en la cadena de transporte de electrones. En

contra de lo que se ha pensado siempre, esta no es la principal fuente de radicales libres
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durante el ejercicio. La mitocondria en estado basal o estado 4 transforma en -0, entre un 2%
y un 5% del oxigeno que consume, mientras que en su estado mds activo (estado 3)
estimulado por la cantidad de ADP transforma en radical superéxido sélo un 0,1% (St-Pierre,
Buckingham y cols. 2002). Esto es importante porque durante el ejercicio, las mitocondrias de

los musculo activos se encuentran en este estado, lo que limita su produccidn de EROs.

La produccion de radicales libres depende también del tipo de fibra muscular. Las
fibras de contraccién lenta o de tipo | producen de dos a tres veces menos H,0, que las de
contraccion rapida o de tipo Il (Anderson y Neufer 2006), aunque no hay diferencias entre las

actividades de la GPx mitocondrial.

Ademas de la mitocondria, hay varios sitios dentro de la fibra muscular donde se
generan EROs que junto a los que se producen en las mitocondrias contribuyen a un aumento
de la produccién total de radicales libres. En el reticulo sarcoplasmatico y en los tubulos
transversos también se producen, por la via enzimatica de la NAD(P)H oxidasa. La actividad de
esta enzima esta localizada dentro de la célula, por lo que los radicales libres no difunden al
espacio extracelular (Xia, Webb y cols. 2003), ademas su actividad se ve incrementada debido
a los estimulos de despolarizacion en el proceso de contraccidn (Espinosa, Leiva y cols. 2006;
Hidalgo, Sanchez y cols. 2006). Debido a que es el organulo celular que libera Ca*, el -0,
generado por estas enzimas influye en esta liberacién (Cherednichenko, Zima y cols. 2004), lo
gue puede influir en la contraccion muscular. Esta misma reaccion catalizada por la NAD(P)H
oxidasa se da en la membrana plasmatica de las células musculares, membranas que poseen
sistemas redox de intercambio de electrones, lo que libera radicales libres en el espacio
extracelular (Javesghani, Magder y cols. 2002). Este sistema acepta electrones del NADH de la
membrana plasmatica y puede reducir sustancias aceptoras de electrones, como los tioles

proteicos, aunque el mayor aceptor fisioldgico es el oxigeno (de Grey 2003).

A nivel de la membrana celular actia también la Fosfolipasa A, (FLA;), que parte los
fosfolipidos de la membrana para liberar acido araquiddnico, sustrato para la lipooxigenasa,
generando radicales libres durante su catalisis (Zuo, Christofi y cols. 2004). La activacion de la
FLA,, estimula la NAD(P)H oxidasa vy, por tanto, estimula la produccién de EROs en el citosol
(Gong, Arbogast y cols. 2006) y la mitocondria muscular (Nethery, Callahan y cols. 2000) y se

liberan radicales libres en el espacio extracelular (Zuo, Christofi y cols. 2004).

Otra oxidasa involucrada en la generacion de EROs en el ejercicio es la xantina oxidasa.
Como ya hemos descrito, durante periodos de hipoxia, isquemia u otras situaciones de déficit

energético, como el ejercicio fisico, aumenta la produccidon de radicales libres por esta via.
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Suministrando inhibidores de esta enzima, como el alopurinol o el oxipurinol, disminuyen los
niveles de produccion de radicales libres durante el ejercicio (Gomez-Cabrera, Pallardo y cols.

2003; Heunks, Machiels y cols. 2001).

En el musculo se genera continuamente -NO, produccion que aumenta debido a las
contracciones musculares (Balon y Nadler 1994; Kobzik, Reid y cols. 1994). El musculo
esquelético expresa en situaciones de reposo las isoformas de la NOS neuronal (nNOS) y
endotelial (eNOS). En un principio se creyo que la primera se expresaba especialmente en las
fibras de tipo Il y la segunda en la mitocondria (Kobzik, Stringer y cols. 1995). Por el contrario
se ha demostrado que la isoforma mitocondrial es una variacion de la nNOS (Elfering, Sarkela y
cols. 2002). Aunque la isoforma inducible (iNOS) es expresada por el musculo también en
periodos de inflamacién como los que aparecen tras un ejercicio intenso, la fuente principal de

radicales libres es la nNOS (Hirschfield, Moody y cols. 2000; Tidball, Lavergne y cols. 1998).

Sin embargo, son las fuentes no musculares las que mas modifican el estado redox
muscular cuando se produce dafio muscular, principalmente a través de los fagocitos. Estas
células, macrdéfagos fundamentalmente (McArdle, Spiers y cols. 2004), invaden el area
muscular dafiada, y aunque este proceso es fundamental para la reparacién celular, se
produce un aumento de las EROs que puede llegar a dafiar el musculo aun sano (Malech y

Gallin 1987; Zerba, Komorowski y cols. 1990).

Al hablar de la produccidon de radicales libres durante el ejercicio no se puede
generalizar, dado que cada tipo de ejercicio (definido por sus variables de intensidad, duracidn,

etc.) promueve distintas respuestas y adaptaciones sobre el metabolismo del oxigeno.

Los ejercicios anaerdbicos, o de intensidad elevada, son los que ocasionan una mayor
produccidon de radicales libres. Son ejemplos de este tipo de ejercicios los supramaximos
realizados durante las series de spints, o de multisaltos, asi como los ejercicios en los que
predominan las contracciones excéntricas que provocan una gran respuesta inflamatoria. Los
mecanismos por los que se produce el aumento de radicales libres durante el ejercicio
anaerdbico estan relacionados con la produccién de xantinaoxidasa, con los mecanismos de
isquemia-reperfusion, con el aumento de la actividad fagocitica desencadenada durante los
procesos inflamatorios provocados por el ejercicio intenso, asi como con la autooxidacién de
las catecolaminas. La liberacidon adicional de hierro proveniente de la hemoglobina o la
ferritina podria ampliar las respuestas inflamatorias y por ende el estrés oxidativo (Chevion,

Moran vy cols. 2003).
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Por otro lado, dado que durante el ejercicio de baja intensidad (inferior al 50% del
consumo maximo de oxigeno) la produccion de radicales libres es muy reducida, la actividad
de estas moléculas no supera las defensas antioxidantes del deportista, por lo que no se
evidencian dafios oxidativos cuando el ejercicio fisico se practica a estas intensidades. Dichos
resultados responden a que el ejercicio aerdbico estimula el aumento de antioxidantes
intracelulares asi como la capacidad enzimatica antioxidante, especialmente en las células
inmunitarias, reduciendo por tanto la vulnerabilidad de estos sujetos frente al estrés oxidativo

(Dawson, Henry y cols. 2002; Vasankari, Kujala y cols. 1997).

2. FUNCIONES DE LOS RADICALES LIBRES EN EL EJERCICIO

Aungue los radicales libres son subproductos toxicos del metabolismo celular, existen
evidencias de que son necesarios para que la funcion celular se desarrolle de manera
adecuada (Aslan y Ozben 2003; Chiarugi, Pani y cols. 2003; Nathan 2003). Estos radicales libres
funcionan en la regulacion del crecimiento celular y en respuestas adaptativas como moléculas
sefializadoras. Por ejemplo, la sefial de transduccién inducida por el factor de crecimiento
derivado de plaquetas y la transcripcion génica inducida por citoquinas, se inhiben al impedir
el aumento de la concentraciéon de radicales libres, mediante su eliminacion, tanto por

antioxidantes quimicos como enzimaticos (Dalle-Donne, Rossi y cols. 2001).

Ademas, los radicales libres pueden actuar como segundos mensajeros. Todos ellos
activan una forma citoplasmatica del factor de transcripcion NF-kB, al eliminar una subunidad
proteica inhibidora, IkB. Este factor de transcripcién regula gran variedad de genes
relacionados con la inmunidad, la inflamacion y el cancer. La activacion del NF-kB se inhibe por
agentes que eliminan moléculas oxidantes y puede recuperarse mediante una exposicién a un
débil estrés oxidativo. Por tanto, una situacién que genere estrés oxidativo, como la que se da
durante el ejercicio fisico, aumenta la actividad NF-kB debido a la activacidn de las quinasas de
proteinas activadas por mitdgenos (MAPK), y facilita la respuesta regenerativa post ejercicio

(Kramer y Goodyear 2007).

Desde los afios 90 varios estudios apuntan que una pequefia cantidad de oxidantes
tales como el perdxido de hidrégeno, juegan un papel crucial como segundo mensajero en la
transduccién de la sefial para la activacion, diferenciacion y proliferacion celular (Schreck,
Albermann y cols. 1992). Por tanto, la induccidn o inhibicidn de la proliferacion celular parece
depender de los niveles de oxidantes/antioxidantes dentro de la célula. Un ambiente reducido

estimula la proliferacién, sin embargo cambios hacia un ambiente mas oxidado induce
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apoptosis o necrosis celular. En lineas generales, un estimulo oxidante puede actuar como
mensajero para la proliferacién celular, mientras que si este estimulo es muy intenso puede

inducir apoptosis o necrosis celular (Figura 11).

EFECTOS DE LOS RADICALES LIBRES

Dafio oxidativo

Sefalizacion celular

Aumento de la oxidacién

Nivel oxidativo basal

Figura 11.Efectos de los radicales libres en la célula.

Adaptado de Powers y Jackson (Powers y Jackson 2008).

Estd demostrado que son necesarios unos niveles bajos de EROs para una produccién
de fuerza muscular normal (Reid 2001; Supinski y Callahan 2007). Si conseguimos una
deplecion total de radicales libres en el musculo, mediante el uso de antioxidantes, este es
incapaz de producir la maxima fuerza (Coombes, Rowell y cols. 2002; Reid, Khawli y cols.
1993). Por el contrario, un incremento grande de radicales libres en el musculo contribuye a la
fatiga muscular durante el ejercicio. La gran mayoria de los estudios concuerdan en que la
accion de antioxidantes, tanto enzimaticos como no enzimaticos retrasan la fatiga muscular
durante ejercicios submaximos (Anzueto, Andrade y cols. 1992; Barclay y Hansel 1991; Khawli
y Reid 1994; Moopanar y Allen 2005; Reid, Haack y cols. 1992; Supinski y Callahan 2007),
aunque este efecto no se da si el ejercicio es maximo (Matuszczak, Farid y cols. 2005; Reid,
Haack y cols. 1992). Debido a esto, la suplementacion con una dosis alta de antioxidantes no
mejora el rendimiento en ejercicios de resistencia (Avery, Kaiser y cols. 2003; Bryant, Ryder y
cols. 2003; Gaeini, Rahnama y cols. 2006; Powers, DeRuisseau y cols. 2004), pudiendo ademas
interferir en las funciones fisioldgicas de las EROs. Sin embargo, existen estudios en los que
una ligera suplementacién antioxidante, previene el dafio muscular y el dafio oxidativo, sin

bloquear la adaptacion celular (Funes, Carrera-Quintanar y cols. 2010).

El fendmeno que explica las diferentes respuestas celulares descritas a un mismo
estimulo es la respuesta adaptativa. Esta es el fendmeno celular por el que la exposicidén a un

agente toxico (en concentraciones subletales) provoca una respuesta celular que protegerd a
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la célula contra los efectos adversos de ese toxico a concentraciones letales. Este es el caso en
las agresiones por estrés oxidativo. Se ha comprobado que la exposicion a bajos niveles de
radiacion o a oxigeno hiperbarico aumentan las defensas antioxidantes. El tratamiento con
oxigeno al 100% a 2,5 atmdsferas, por ejemplo, induce cambiasen el dafio oxidativo al ADN en
las células sanguioneas, pero luego el dafo se estabiliza y las defensas antioxidantes suben

(Garcia Morales 2007).
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MELATONINA Y EJERCICIO FiSICO

EJERCICIO FISICO Y SECRECION ENDOGENA DE MELATONINA

La melatonina es una molécula de al menos dos mil millones de afios (Macias,
Rodriguez-Cabezas y cols. 1999; Poeggeler y Hardeland 1994), que esta presente en todos los
animales y plantas donde se ha buscado, con la misma estructura molecular, situacion que
muy rara vez sucede en la naturaleza. Se cree que la melatonina aparecié con la mision
fundamental de “neutralizar el efecto dafiino del oxigeno” como productor de radicales libres,
poseyendo un potente efecto antioxidante. Con el transcurso del tiempo ha sido capaz de ir
adquiriendo otras funciones propias de una hormona. Aunque fueron estas funciones de
hormona: regulacion de ritmos circadianos, como el suefio vigilia o el de la temperatura

corporal, las primeras en estudiarse (Badia, Myers y cols. 1993; Saarela y Reiter 1994).

La secrecidon de melatonina varia a lo largo de la vida. Durante los primeros seis meses
de vida, los niveles nocturnos de melatonina son bajos, siendo entre los 1 a 3 afios cuando se
alcanzan los picos nocturnos mas elevados y con ritmicidad circadiana. Entre los 15 y 20 afios
ocurre una caida en los niveles del 80 % debida probablemente al incremento de la talla del
cuerpo, a pesar de la produccion constante de melatonina después de la infancia. Durante las
décadas siguientes disminuyen moderada y progresivamente hasta los 70-90 afos, en que sus

niveles son los mas bajos (Waldhauser, Kovacs y cols. 1998).

Como ya se ha mencionado, la noradrenalina esta relacionada con la inhibicidn de la
sintesis de esta molécula. Durante el ejercicio fisico aumenta la secrecidon de catecolaminas,
tanto por el predominio de la estimulacion del sistema nervioso simpatico como por la
secrecion desde la glandula suprarrenal, por lo que se podia presumir que estas inhibieran la
produccion de melatonina. Sin embargo se ha demostrado que los niveles plasmaticos de

melatonina tras el ejercicio no siguen un patrén uniforme.

Se ha medido la concentracién plasmatica de melatonina antes y después de un
ejercicio realizado durante las horas diurnas y se han encontrado incrementos de hasta el
200% en la concentracidon plasmdtica de melatonina tras un ejercicio agudo, aunque esta
concentracién desciende hasta un nivel basal rapidamente, entre 30 minutos y una hora
después (Carr, Reppert y cols. 1981). Si el ejercicio se realiza en una cdmara con escasa

iluminacidn, los aumentos en la melatonina plasmatica se producen de manera similar, aunque
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los efectos son mas duraderos, tardando alrededor de una hora en volver a una concentracion
basal (Theron, Oosthuizen y cols. 1984). Si se afiade que el ejercicio se realiza en una camara

completamente OscCura, los incrementos son aun mayores.

Pero cuando los ejercicios son realizados durante las horas nocturnas, no se produce
ninguna variacion, por lo que se demuestra que la activacién simpatica y la liberacién de
cortisol debidas al ejercicio no influyen en la secreciéon nocturna de la glandula pineal
(Monteleone, Fuschino y cols. 1992; Monteleone, Maj y cols. 1990). Después del ejercicio la
cantidad de melatonina en la glandula pineal disminuye y no se observan cambios en la

actividad enzimatica que interviene en su produccién (Yaga, Tan y cols. 1993).

Esta variedad de respuestas puede explicarse debido a los cambios en la iluminacién y
la hora en que se realizd el ejercicio, ademas de las diferencias interindividuales respecto al
nivel fisico de los sujetos. La liberacidon es dependiente, aparte de estos factores, de la edad
(Appenzeller y Wood 1992) y del tipo de ejercicio. Intensidades bajas, en torno al 40% - 60%
del VO,max., no influyen en los niveles de melatonina; pero intensidades de mas del 75% del
VO,max., si que producen aumentos (Buxton, L'Hermite-Baleriaux y cols. 1997). Los ejercicios
intensos y prolongados en el tiempo producen un incremento inmediato tras el ejercicio
(Serrano, Venegas y cols. 2010), regulando el incremento del estrés oxidativo y previniendo la
induccion exagerada de citoquinas proinflamatorias, aunque este incremento es cada vez
menor tras cada uno de los dias de ejercicio (Lucia, Diaz y cols. 2001). Es decir, la actividad
basal de la glandula pineal disminuye tras un ejercicio intenso y duradero en el tiempo. Esto
unido al incremento de la actividad antioxidante sugiere una adaptacidén de otros sistemas de

defensa frente al estrés oxidativo.

Podemos afirmar pues que el ejercicio influye en la secrecion de melatonina
dependiendo a su vez del tiempo e intensidad del esfuerzo, de la exposicidon a la luz y de la

hora en que se realiza.

EJERCICIO FISICO Y ADMINISTRACION EXOGENA DE MELATONINA

La melatonina tiene muchos efectos sobre la fisiologia humana. En la actualidad la
melatonina es habitualmente consumida en algunos paises para los problemas de insomnio,
para el jet-lag y en ocasiones para ralentizar el envejecimiento. En Europa, la melatonina esta
registrada por la Agencia Europea del Medicamento como Circadin®, medicamento con

indicacidn en el insomnio primario. En dosis inferiores a 2 mg también hay especialidades
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registradas como suplemento dietético en la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y
Nutricidn, sin embargo en otros paises se puede adquirir a cualquier dosis como suplemento

alimenticio en tiendas de dietética.

La melatonina posee importantes efectos relacionados con el rendimiento, como son
las propiedades hipotérmicas (Atkinson, Drust y cols. 2003), la mejor utilizacidon de sustratos
energéticos como el glucogeno (Mazepa, Cuevas y cols. 2000) y la disminucién de los
marcadores de inflamacion y de estrés oxidativo, gracias a su gran capacidad antioxidante
(Ochoa, Diaz-Castro y cols. 2011). De todos ellos, quiza el mas estudiado haya sido la influencia
en la temperatura corporal. El calor reduce la viscosidad muscular haciendo que la resistencia
de las fibras al movimiento sea menor (Racinais y Oksa), sin embargo, el descenso de la
temperatura no tiene porqué provocar una disminucidn en el rendimiento fisico. En ejercicios
de resistencia, un descenso en la temperatura de las extremidades inferiores en ambientes
calidos puede mejorar el rendimiento deportivo (Bishop 2003) y reducir el tiempo de fatiga

(Thornley, Maxwell y cols. 2003).

1. EFECTOS EN LA TEMPERATURA CORPORAL

La regulacién de la temperatura corporal depende de la capacidad del sistema
nervioso de percibir e integrar la informacidn tanto de la temperatura exterior como de la
temperatura central del cuerpo (Boulant 1998). Esta integracion se completa con la
informacién del centro regulador de la temperatura, localizado en el hipotdlamo (Fortney y
Vroman 1985). El nucleo supraquiasmatico participa en la variacién circadiana de la
temperatura corporal por lo que se cree que esta mediado por la secrecién de melatonina por
la glandula pineal (Hofman y Swaab 1993), dada la proximidad anatémica de ambos centros de
control. Aunque puede que haya otros factores que influyan en esta regulacién debido a que
los picos maximo y minimo de melatonina y temperatura no coinciden exactamente sino que

aparecen en momentos muy proximos.

Independientemente de la relacidn entre ambas variaciones circadianas, la melatonina
tiene efecto en los sistemas de termorregulacién tanto en humanos como en animales (Badia,
Myers y cols. 1993; Dawson y van den Heuvel 1998). Existe una relacién entre Ia
administracion exégena de melatonina y su efecto hipotérmico, como en situaciones en las
gue se ha controlado la actividad fisica, la postura y la iluminacion de los sujetos (Cagnacci,
Soldani y cols. 1994; Dawson, Gibbon y cols. 1996; Gilbert, van den Heuvel y cols. 1999; Nave,

Herer y cols. 1996). Este efecto hipotérmico es independiente del sexo, ya que se han descrito
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variaciones en la temperatura corporal tanto en hombres como en mujeres,
independientemente de que el lugar de medicién sea oral (Aizawa, Tokura y cols. 2002),
timpanica (Aizawa, Tokura y cols. 2002; Hughes y Badia 1997), rectal (Satoh y Mishima 2001;
Strassman, Qualls y cols. 1991) o intravaginal (Cagnacci, Elliott y cols. 1992), lo que refuerza

gue el cambio sea debido a causas fisioldgicas mas que a diferencias metodoldgicas.

Se ha comprobado que la melatonina exdgena restituye el descenso de la temperatura
nocturna, cuando la secrecién de melatonina enddgena ha sido inhibida mediante la
administracion de atenolol (Cagnacci, Soldani y cols. 1994), ya que si la inhibicion no es
completa, no aparecen efectos en la temperatura, por lo que la accidn hipotérmica de esta
hormona seria independiente de la dosis y su respuesta sélo dependeria del umbral fisioldgico.
Otros estudios, sin embargo, sugieren que el efecto es dosis dependiente (Dawson, Gibbon y
cols. 1996; Deacon y Arendt 1995; Hughes y Badia 1997; Satoh y Mishima 2001), aunque todos
estos cambios pueden explicarse por la variabilidad interindividual para alcanzar los niveles

fisiolégicos de melatonina.

Como ya hemos mencionado, los receptores de melatonina se encuentran tanto en el
SNC como en dérganos periféricos, por lo que puede ejercer su efecto tanto sobre los centros
termorreguladores del cerebro como en los mecanismos periféricos que controlan la

produccidn/pérdida de calor (Cagnacci, Krauchi y cols. 1997).

2. MELATONINA Y RENDIMIENTO

Hay variedad de situaciones fisioldgicas en las que la accidn hipotérmica de la
melatonina esta alterada, como por ejemplo, la edad (Cagnacci, Soldani y cols. 1995; Weinert y
Waterhouse 2007) y la fase del ciclo menstrual (Baker, Waner y cols. 2001; Cagnacci, Soldani y
cols. 1996). Otra causa de alteracion del efecto en la temperatura es el ejercicio. Los posibles
efectos ergogénicos de esta indolamina han sido poco estudiados, aunque con los
antecedentes en la bibliografia sobre su efecto hipotérmico, antiinflamatorio y antioxidante, es
una sustancia que potencialmente puede producir una mejora en el rendimiento. El ejercicio
fisico intenso puede estar limitado por un aumento de la temperatura central, asi como por el
estrés oxidativo generado (Gonzalez-Alonso, Teller y cols. 1999; Walters, Ryan y cols. 2000). Al
administrar una dosis de melatonina antes del ejercicio, se consigue atenuar el incremento de
la temperatura corporal (Atkinson, Holder y cols. 2005) y posiblemente atenuar el dafio

oxidativo.
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El papel de esta indolamina como antioxidante durante el ejercicio no ha sido muy
estudiado, aunque se ha hallado que en musculo esquelético disminuye la concentracion de
sustancias que reaccionan con el acido tiobarbiturico, como el MDA + 4HDA, lo que supone un
descenso del dafio a lipidos provocado por un aumento del estrés oxidativo. A su vez,
disminuye la activacién del NF-kB mediado por radicales libres y la sobreexpresién de la iNOS,
relacionada con la inflamacion muscular post-ejercicio (Alonso, Collado y cols. 2006). En tejido
cardiaco, se han descrito resultados similares. La administraciéon de melatonina preejercicio
previene el dafio cardiaco debido a éste, ademas de disminuir la activacion del NF-kB, iNOS,
COX2 y los niveles de interleucinas 2 y 6 (Veneroso, Tunon y cols. 2009). Otros factores
relacionados con la inmunidad, con el factor tisular o aumento de linfocitos tras el ejercicio
también se ven reducidos tras la ingestion de melatonina (Johe y Osterud 2005). La medicidn
del factor tisular, el nimero de leucocitos y las interleucinas 2 y 6, relacionado todo con la
inmunidad, nos lleva a pensar en que el papel regulador de la melatonina en esta funcion
puede ser interesante asociado al ejercicio. Todo ello conlleva una disminucién de los
mediadores de inflamacion y en consecuencia se reduce el dafio debido al ejercicio intenso
agudo, como sucedia en el musculo esquelético. Sin embargo, como ya habiamos comentado,
estos factores de transcripcidon pueden influir en la adaptacion muscular al ejercicio, con lo que
el efecto del ejercicio quedaria disminuido por la administracién de este antioxidante. Si el
nivel de esfuerzo no es muy alto, los radicales libres que mediarian la adaptacién quedarian
detoxificados por la melatonina. Sin embargo, en esfuerzos maximos, la administraciéon de
melatonina podria atenuar el dafo ocasionado por el exceso de radicales libres generados

durante el ejercicio.

En ratas, se habia demostrado que la inyeccion de melatonina, tanto en horas de luz
como de oscuridad, disminuia el nivel de actividad en la rueda de correr, es decir su
rendimiento. Segun este estudio, la disminucién en su actividad podria no deberse a un efecto
sobre la capacidad fisica del animal sino a que su actitud hacia el ejercicio disminuyera debido

a un déficit en la atencion inducido por la melatonina (Isobe, Torri y cols. 2002).

Uno de los principales usos que tiene esta hormona es el de regulador del sueio. Este
uso no influye en el rendimiento de los deportistas al dia siguiente de la toma, por lo que
puede ayudar a estos a tener un mejor descanso previo a la prueba sin efectos secundarios en
la misma. Asi mismo, su papel ante la inflamacion puede ser util durante competiciones
favoreciendo la recuperacién muscular aunque no durante las épocas de entrenamiento ya

gue limitaria la adaptacion muscular.
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Por otro lado, también hay estudios que siembran dudas acerca de la capacidad
ergogénica de la melatonina. Si en personas tratamos los efectos de los ejercicios de una
duracion de menos de 10 minutos, como podrian ser los de coordinacion o de fuerza, en los
gue se ha producido una ingesta de melatonina previa al ejercicio, no se ha encontrado una
mejora del rendimiento ni en la percepcidn subjetiva de esfuerzo. Por el contrario si que se ha
producido un descenso en el nivel de atencién de los sujetos asi como en memoria a corto
plazo (Atkinson, Jones y cols. 2005). Estudios anteriores habian descrito hallazgos similares tras
la ingestion de melatonina tanto en dosis altas (240 mg) (Lieberman, Waldhauser y cols. 1984),
como en dosis menores (10-80 mg) (Dollins, Lynch y cols. 1993). En ambos estudios se
administra melatonina por via oral en una hora cercana al mediodia antes de realizar un
ejercicio fisico corto y no se observa alteracion alguna en el nivel de rendimiento, sino que por
el contrario se produjo un descenso en el tiempo de reaccién. Para cualidades del rendimiento
en las que interviene la percepcién, como en la propiocepcion y el equilibrio, la melatonina
produce una pérdida de capacidad para mantener el equilibrio, aunque estos efectos son a
corto plazo y pasajeros (Fraschini, Cesarani y cols. 1999). Esta caracteristica fue comprobada
mediante la administracion oral de melatonina antes del suefio y la posterior medicidn del
tiempo necesario para pedalear 4 km sobre un cicloergdmetro y la fuerza de compresion de
ambas manos, observandose que el rendimiento en las pruebas no se veia afectado. Por otro
lado, este estudio apunta a que los atletas con alteraciones del suefio tuvieron un mejor

descanso debido a la melatonina (Atkinson, Buckley y cols. 2001).

Los ejercicios de fuerza son otro estimulo de corta duracién con implicaciones
fisiolégicas en el rendimiento diferentes a las que tienen los ejercicios de resistencia o
coordinacién. Se ha estudiado la respuesta a una serie de ejercicios de fuerza tras la ingestion
de 6 mg de melatonina. Parece que esta no tiene ningln efecto sobre la capacidad de salto o el

IM

peso levantado en el “press banca” (Mero, Vahalummukka y cols. 2006), lo que supone que la

melatonina tampoco incrementa el rendimiento deportivo en ejercicios de fuerza.

A pesar de estos estudios, hay varios otros que aportan datos para clarificar su posible
rol en la mejora del rendimiento fisico. Mazepa y cols. (2000) observaron la capacidad de la
melatonina, administrada de manera exdgena para conservar los depdsitos de glucégeno
hepatico y muscular. Durante un ejercicio extenuante, los animales tratados con melatonina
conservaron mejor sus reservas de glucégeno, posiblemente modulando el metabolismo de
hidratos de carbono y lipidos. Ademas la inyeccion de melatonina reduce los niveles de lactato

sanguineo durante y tras un ejercicio (Kaya, Gokdemir y cols. 2006), lo que sugiere una mejora
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en la eficiencia energétca de la mitocondria. Estas adaptaciones, podrian producir una mejora

en el rendimiento gracias a que se alcanzaria el agotamiento mas tarde.
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La expresion del ataque por radicales libres a los fosfolipidos de la membrana celular
es el fendmeno de la peroxidacion lipidica. Este proceso se inicia con la pérdida de atomos de
hidrégeno de los restos acilo de los fosfolipidos y la formacion de radicales peroxilo (ROO:) y
alcoxilo (RO-), lipidoperdxidos, endoperdxidos e hidroperdxidos. A su vez estos nuevos
productos inician una reaccién en cadena al lesionar a los fosfolipidos vecinos, propagando por
toda la membrana la peroxidacidn lipidica, proceso que una vez iniciado sélo puede detenerse
por el agotamiento del sustrato lipidico o la presencia de moléculas antioxidantes (Gutteridge
1995). La peroxidacion de los lipidos de la membrana celular tiene como consecuencia la
disminucion de fluidez en la membrana, que requiere un estado fluido para su funcionamiento

correcto.

Es un hecho bien conocido que la practica de ejercicio fisico aumenta las necesidades
metabdlicas del organismo vy, por ello, incrementa el consumo de oxigeno en la mitocondria
hasta 25 veces respecto al reposo. Dillard y col (1978), demostraron por primera vez, que el
ejercicio fisico aumentaba la peroxidacion lipidica de las membranas celulares. Desde
entonces, numerosos estudios (Bloomer, Falvo y cols. 2006; Cazzola, Russo-Volpe y cols. 2003;
Elosua, Molina y cols. 2003; Groussard, Rannou-Bekono y cols. 2003; Radak, Naito y cols. 2002)
confirman esta teoria observando un aumento de los valores en sangre de los marcadores del

dafio oxidativo a lipidos, proteinas, ADN e hidratos de carbono.

Por otro lado, estd ampliamente acreditado que el ejercicio fisico es un componente
vital en el mantenimiento de la salud y retarda el comienzo o previene la aparicion de
enfermedades crénicas. Los beneficios del ejercicio parecen paraddjicos considerando el
aumento de la producciéon de radicales libres que genera. Recientemente algunos
investigadores han publicado articulos donde estudian esta relacion paraddjica, argumentan
qgue la ausencia de unos mecanismos adaptativos o compensatorios al aumento del dafio
oxidativo producido durante el ejercicio, determina dafio al DNA, proteinas y lipidos (Gomez-
Cabrera, Domenech y cols. 2008; Radak, Atalay y cols. 2008). Durante otra investigacion, Radak
y cols. encontraron que el ejercicio regular, concretamente nueve semanas de entrenamiento
nadando, previene la disminucién GSH/GSSG asociado a la edad (Radak, Chung y cols. 2004).
Son numerosos los estudios que orientan a la posibilidad de una mayor tolerancia al estrés
oxidativo mediada por el entrenamiento (Gago-Dominguez, liang y cols. 2007; Green,
Maiorana y cols. 2004; Kaczor, Hall y cols. 2007; Miyazaki, Oh-ishi y cols. 2001; Oztasan, Taysi y
cols. 2004; Powers, Ji y cols. 1999).

Esta mayor tolerancia al estrés oxidativo viene dada por un aumento de la actividad
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antioxidante del plasma (Child, Wilkinson y cols. 1998). Sin embargo, la actividad antioxidante
se define en funcion de una serie de sistemas antioxidantes que actlan en su conjunto. Existen
antioxidantes tanto enzimaticos, como por ejemplo la superdxido dismutasa (Fridovich 1995),
la catalasa (Halliwell y Gutteridge 1990), la glutatién peroxidasa o la glutatién reductasa
(Meister y Anderson 1983), como no enzimaticos, como las vitaminas C y E, el glutation,

tiorredoxina, acido urico o la melatonina (Finaud, Lacy cols. 2006).

Por un lado, el ejercicio fisico aumenta los procesos oxidativos, lo que precisa de unas
defensas antioxidantes que protejan frente a los potenciales dafios del aumento del estrés
oxidativo. Por otro lado, el ejercicio aerdbico por si mismo induce una activacion de la

funcionalidad enzimatica oxidativa, potenciando las defensas antioxidantes.

Uno de los factores que mas incide en el rendimiento deportivo es la capacidad
ergogénica del deportista, es decir, la capacidad de generar energia y, por tanto, retrasar la
aparicién de la fatiga. Estos procesos estan intimamente ligados a la funcionalidad energética
mitocondrial, y por tanto al mantenimiento estructural de sus membranas, especialmente
sensibles a los efectos de los radicales libres sobre sus componentes lipidicos. Las respuestas
oxidativas que se producen durante el ejercicio intenso y prolongado, como sucede en la
mayoria de las competiciones deportivas, tienen un efecto deletéreo sobre la capacidad

ergogénica, acelerando los procesos metabdlicos que conducen a la fatiga muscular.

Sobre la base de estas evidencias se concluye que para que el entrenamiento fisico
consiga mejorar las variables que determinan el rendimiento deportivo, como la fuerza y la
velocidad, es necesario planificar la estimulacién de aquellos procesos bioquimicos, como los
oxidativos, que pueden contribuir a mejorar la asimilacion de las cargas de entrenamiento, o
por el contrario, cuando no se controlan adecuadamente, pueden incrementar los riesgos
asociados a la fatiga. En este sentido, la estimulacion del equilibrio entre procesos oxidativos y
capacidad antioxidante mediante el manejo de las cargas de trabajo, provocando distintas
respuestas oxidativas, y del ajuste de la dieta y los suplementos nutricionales, son un claro
ejemplo de la necesidad de profundizar en las respuestas bioquimicas al ejercicio como medio

ideal para mejorar el rendimiento deportivo.

Ademas de mejorar el rendimiento deportivo, hay que tener en cuenta que la practica
regular de ejercicio fisico es una de las recomendaciones mas difundidas como medio de
promocionar la salud y prevenir muchas de las patologias mas prevalentes en nuestro entorno.
Sin embargo, dadas las distintas respuestas oxidativas que se producen durante dicha practica

dependiendo de la modificacién de las diferentes variables que definen el ejercicio fisico, se
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hace necesario conocer los principales mecanismos de oxidacidn asi como las manipulaciones
alimentarias y de entrenamiento fisico que puedan evitar las repercusiones negativas que el
estrés oxidativo pueda desencadenar sobre las estructuras celulares implicadas en estos
procesos. En este sentido, la melatonina presenta un perfil funcional protector frente a
potenciales riesgos oxidativos ligados al ejercicio intenso que puede hacer atractiva su
utilizacién en el deporte, teniendo en cuenta la ausencia de efectos secundarios negativos de

esta sustancia.

Este trabajo de investigacion se disefid para profundizar sistematicamente en el
conocimiento del dafio oxidativo producido durante el ejercicio agudo y la prevencion de éste,

y por lo tanto, la accidn ergogénica de los antioxidantes.

En primer lugar se estudio, en voluntarios sanos que realizaron diferentes protocolos
de ejercicio maximos y submaximos, la produccion de radicales libres y como consecuencia de
ésta, la disminucidon o pérdida de fluidez en la membrana del eritrocito y la aparicion de
metabolitos derivados del dafio a lipidos y a proteinas. Para ello se analizaron los marcadores
de estrés oxidativo, MDA+4-HDA vy restos carbonilo séricos y, por otro lado, la fluidez de
membrana eritrocitaria. Esto nos permitié establecer qué respuesta producia el ejercicio fisico

a diferentes intensidades.

En una segunda fase de estudio, se determinaron los cambios en la actividad
antioxidante total (TAS) en el plasma y la actividad de cuatro enzimas antioxidantes diferentes.
De este modo, se comprobd si los antioxidantes enzimaticos colaboraban en estas
modificaciones del TAS. Asi, el conjunto del dafio oxidativo y las actividades antioxidantes
permitieron tener una vision global del estrés oxidativo producido en diferentes tipos de

ejercicio.

En ultimo lugar, se evalud si la funcidon antioxidante de la melatonina supuso una
ayuda ergogénica en el ejercicio fisico agudo, sometiendo a dos grupos de ratas a un ejercicio
progresivo y extenuante. A uno de los dos grupos se le inyectaron cuatro dosis de melatonina:
24, 16, 8 horas y justo antes de realizar el ejercicio, mientras que a los otros se les inyectd sdlo
el vehiculo. Asi se comprobd como afecta este compuesto al rendimiento tras un ejercicio

maximo agudo.






OBJETIVOS






Objetivos

Determinar en voluntarios sanos, tras la realizaciéon de diferentes modalidades de
ejercicio fisico, la concentracion de MDA+4-HDA como indicador del dafio provocado
por radicales libres a lipidos y analizar el dafio oxidativo a proteinas plasmaticas

cuantificando restos carbonilo.

Estudiar la evolucién de la actividad total antioxidante en plasma, buscando relaciones

con los niveles de MDA+4-HDA y restos carbonilo.

Describir los efectos del ejercicio fisico sobre la fluidez de membrana eritrocitaria
relacionando los cambios con indicadores plasmaticos de dafio oxidativo a lipidos y

proteinas.

Cuantificar la actividad sérica de las enzimas antioxidantes catalasa, superodxido
dismutasa, glutation peroxidasa y reductasa, y buscar relaciones con la actividad total

antioxidante y la formacion de MDA+4-HDA y restos carbonilo.

Valorar el rendimiento fisico en ratas Sprague-Dawley determinando distancia
recorrida, tiempo, velocidad maxima, asi como consumo maximo de oxigeno tras

realizar ejercicio fisico extenuante.

En ratas tratadas con melatonina intraperitoneal, estudiar el rendimiento fisico tras
ejercicios extenuantes comparando los resultados con los obtenidos en el grupo sin

melatonina.
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SUJETOS

Un total de 34 voluntarios varones sanos no entrenados de 19-29 aios (23 * 0,41)
participaron en este estudio. Sélo se incluyeron varones para evitar cualquier distorsién en la
respuesta hormonal al ejercicio causada por diferencias de sexo (Bloomer y Fisher-Wellman
2008). Ninguno de ellos participaban regularmente en una competicion deportiva y no
realizaron ningun tipo de ejercicio intenso ni tomaron medicacidn en las 24 horas anteriores a
las pruebas. Todos los sujetos se sometieron a un reconocimiento médico que incluyé la
historia clinica, examen fisico, electrocardiograma y perfil bioquimico para descartar posibles
patologias. Todos firmaron un consentimiento informado para participar en el estudio, que fue

disefiado siguiendo los principios de la Declaracidn de Helsinki (Figura 12).

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Datos del participante
D/D*
DNL

Explicacién de la prueba

Usted realizaré tres pruebas de esfuerzo sobre un cicloergdmetro. En todas la
intensidad del ejercicio empezara a un nivel bajo e ird aumentando progresivamente
seglin sea su nivel de fitness. Podemos detener la prueba en cualquier momento si
hay signos de fatiga o cambios en su frecuencia cardiaca, en el electrocardiograma o
en la tensién arterial. Es importante que sepa que puede parar cuando lo desee,
cuando sienta fatiga u otra molestia. Se realizaré a su vez una extraccion sanguinea
basal y postesfuerzo después de cada una de las pruebas de esfuerzo, se llevaran a
cabo a nivel del antebrazo.

Riesgos y molestias que implica la prueba

Existe la posibilidad de que se produzcan ciertos cambios durante la prueba entre los
que se incluyen alteracién de la tensién arterial, desmayos, frecuencia cardiaca
irregular, répida o lenta, apoplejfa o muerte. Se harén todos los esfuerzos posibles
Ppara minimizar estos riesgos mediante la evaluacién de la i i imi
concemiente a su salud y fitness, y mediante las observaciones que se hagan durante
1a prueba. Se dispone de material de urgencia, asf como de personal preparado para
actuar en cualquier situacion inusual que pueda surgir.

Responsabilidades del participante

La informacion que usted posea sobre su estado de salud o sobre experiencias
previas en las que tuvo sensaciones anormales al realizar un esfuerzo fisico puede
afectar la seguridad o el valor de la prueba de esfuerzo. La rdpida comunicacién por
su parte de las sensaciones que experimenta al realizar esfuerzos durante dicha
prueba es también de gran importancia. Usted es responsable de revelar esa
informacién al personal e la prueba cuando se le pregunte.

Beneficios esperados

Los resultados que se obtengan de la prueba de esfuerzo pueden ayudar a
diagnosticar su malestar o a evaluar qué clase de actividad fisica puede hacer con
bajo riesgo.

Preguntas

Le animamos a que haga cualquier pregunta sobre los procedimientos seguidos en la
prueba de esfuerzo o sus resultados en la prueba. Si tiene alguna preocupacién o
pregunta, por favor pidanos més informacién.

Libertad para dar el consentimiento

El permiso que usted da para realizar esta prueba de esfuerzo es voluntario. Es usted
libre de parar la prueba en cualquier punto de ella si lo desea.

He leido este formulario y entiendo los procedimientos de la prueba que voy a
realizar y sus posibles riesgos y molestias. Sabiendo esto y habiéndome dado la

idad de plantear que han sido d iamente, doy
mi consentimiento para participar en esta prueba.
En Zaragoza, de. de 2006
Firma participante Firma testigo Firma médico o delegado autorizado

Figura 12. Consentimiento informado firmado por los participantes
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ANIMALES

En la tercera fase del estudio, se utilizaron tres grupos de ratas de la raza Sprague-
Dawley, con un peso medio 202,6+22,7 g, asignadas al azar. Los animales se encontraban
estabulados en jaulas de 20 L, 4 animales en cada jaula. Siguieron una alimentacion ad libitum
(dieta para mantenimiento de roedores) y libre acceso al agua hasta el dia de la prueba. Se
mantuvieron a una temperatura constante (22 + 1° C) y un ciclo luz-oscuridad 12:12 horas. Se

utilizé luz roja durante la manipulacion de los animales en oscuridad.

Los animales fueron divididos aleatoriamente en tres grupos: grupo control (C), grupo
de ejercicio (E) y grupo ejercicio con administraciéon de melatonina (M). El dia del experimento,
los grupos E y M llevaron a cabo una ergometria en una jaula metabdlica adaptada con un
tapiz rodante para conocer su VO,max., como se ha descrito antes. La melatonina se
administré al grupo M intraperitoneal, 24, 16, 8 horas y 30 minutos antes de la prueba. La
dosis fue de 10 mg/kg de peso, diluida en una solucién salina 0,9% con etanol 0,5%. A las ratas
de los grupos C y E se les inyectaron en las mismas horas Unicamente el vehiculo (igual

volumen de solucién salina 0,9% y etanol 0,5%)

Todos estos protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité Etico de

Investigacion Clinica de Aragdn (referencia CP02/2010).
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CICLOERGOMETRIAS EN SUJETOS

Los ejercicios se realizaron en un cicloergdmetro de freno eléctrico entre las 8:00 y las
10:30 a.m. Todos los participantes pedaleaban con una cadencia de 60 pedaladas por minuto.
Las tres pruebas ergométricas se realizaron en cada sujeto en orden aleatorio con intervalos
de al menos una semana. Primero se determind el consumo maximo de oxigeno (VO,max) y la
maxima capacidad de trabajo (MWC) realizando un ejercicio con incremento progresivo de la
carga de 10 W cada minuto hasta el agotamiento (Carta, Aru y cols. 1991). El consumo de
oxigeno se determind utilizando un analizador de gases “respiracidon por respiracion”, CPX
Express (MedGraphics®). En segundo lugar, todos los sujetos realizaron una prueba con una
carga igual a MWC hasta el agotamiento. La carga inicial fue 100W menos que la MWC
determinada en la primera ergometria (Caputo y Denadai 2004). Finalmente, todos los
voluntarios pedalearon durante 30 minutos a una intensidad submaxima del 70% de MWC

(Bloomer, Falvo y cols. 2006).

Figura 13. Realizacion de una cicloergometria
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ERGOMETRIAS EN ANIMALES

Se realizd una uUnica prueba maxima en la que se valoré el consumo maximo de
oxigeno de cada una de las ratas. Esta prueba se realizd durante el ciclo de oscuridad de los
animales. Para ello se utilizd un tapiz rodante con una pendiente constante de 10° de
inclinacion (Figura 14). Los animales fueron sometidos a un periodo de calentamiento previo
con una duracion de 3 minutos y una velocidad de 0,15 m/s. A continuacidon se fue
incrementando la velocidad del tapiz 0,03 m/s cada 3 minutos. Para medir el oxigeno que
consumia la rata, el tapiz se situd en el interior de una cdmara metabdlica, pudiendo medir los
intercambios de gases (Treadmill LE4A05 de Panlab®). Se determiné el trabajo correspondiente
al VO,max cuando el VO, dejé de incrementarse o cuando la prueba termind. Esto vino
determinado por la imposibilidad de correr de la rata debido a la fatiga (Wisloff, Helgerud y

cols. 2001).

Figura 14. Realizacion de una ergometria en la cdmara metabdlica
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OBTENCION Y PREPARACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

EXTRACCION DE MUESTRAS SANGUINEAS

Las muestras de sangre venosa periférica se obtuvieron antes del ejercicio (A) e
inmediatamente después de realizar un ejercicio maximo progresivo (B), un test mantenido
hasta el agotamiento (C) y una prueba submaxima (70% de la carga maxima de trabajo)
durante 30 minutos (D) de la vena antecubital y recogida en tubos con heparina de litio. Se
tomaron 10 mL de sangre en cada extraccién. Las muestras fueron centrifugadas
inmediatamente a 1000 xg durante 10 minutos en una centrifuga refrigerada Beckman Allegra
64R (Fullerton, USA). El plasma se guardd en alicuotas de 250 pL a -80°C hasta que se
determind el contenido de carbonilos, la concentracion de MDA + 4-HDA, el TAS vy las
actividades enzimaticas. La fase de gldobulos rojos del fondo se lavé 3 veces con 10 mL de
solucidn salina (0,9% NacCl) y fue finalmente disuelto 1/6 p/v en tampdn hipotdnico TRIS-HCI 10

mM (pH=7,4) y, por ello, hemolizadas para el aislamiento de membranas de eritrocitos.

AISLAMIENTO DE MEMBRANAS ERITROCITARIAS

El aislamiento de las membranas de eritrocitos se llevd a cabo siguiendo el protocolo
de Hanahan y Ekholm (Hanahan y Ekholm 1974) con modificaciones menores. Resumiendo, el
hemolizado de gldobulos rojos se centrifugd a 30.000 x g durante 20 minutos. El pellet se
resuspendid 1:5 p/v en tampdn TRIS-HCI 10 mM vy se lavd dos veces mas. El pellet final se
resuspendid 1:1 p/v y se guardd a -80°C hasta la determinacion de la fluidez de las membranas

(Figura 15).

Protocolo

- En primer lugar se centrifuga el hemolizado de sangre a 30.000 xg durante 20’, con el fin

de que las membranas celulares precipiten al fondo del tubo.

- Retirar el sobrenadante de color rojizo y a continuacién resuspender 1/5 p/v todos los

tubos con tampdn Tris 10 mM.

- Repetir dos veces mas este lavado con Tris 10 mM.

- Tras el ultimo lavado, centrifugar a 48.000 xg durante 20’ a 4° C
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- Resuspender el pellet final 1/1 p/v con el tampdn Tris 10 mM. y conservar a -80° C hasta el

momento en que se determine la fluidez de las membranas.

Hemolizado de eritrocitos en Tris 10 mM

Centrifugacion 30.000 xg, 20 min

-—— ¥

ResuspenderenTris 10 mM L/5 {p/v)

.

Centrifugacion 48.000 xg, 20 min

PRIEEE e e

ResuspenderenTRIS 10 mM 1/1 (p/v)

.

Congelara-80° C

Figura 15. Protocolo de aislamiento de membranas de eritrocitos.
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METODOS ANALITICOS

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

Se utilizé el método de Bradford (1976) para calcular la concentracidn de proteinas en
las muestras analizadas y utilizarla en los resultados de los indicadores de dano oxidativo que
estan referidos a la misma. Este método se basa en la reaccion entre el azul de Coomassie y los
aminoacidos basicos, principalmente arginina, lisina e histidina. Esta reaccién produce cambios
de absorbancia a 595 nm que son directamente proporcionales a la concentracién de

proteinas (Figura 16).

La concentraciéon de proteinas de la muestra problema se obtuvo interpolando su valor
de absorbancia en la curva patréon de albuimina (coeficiente correlacién 0,99 + 0,01) y
multiplicando posteriormente por el factor de dilucion aplicado en cada caso. Los valores de

concentracidn de proteinas se expresan en mg/mL.
Protocolo

- Dispensar 2 alicuotas de 4 pL de cada una de las muestras problema previamente diluida

para que la lectura esté comprendida entre los estandares inferior y superior.
- Afadir a todos los tubos tampdn Tris 20 mM hasta completar 800 pL.

- Dispensar 200 pL de reactivo de Bradford de Bio-rad® (Azul brillante de Coomassie G-250

al 0,01%, etanol 4.7%, acido ortofosférico 8,5%, diluido en agua destilada).

- Agitar e incubar durante 10 min a temperatura ambiente y leer la absorbancia a 595 nm en
el espectrofotometro. Utilizar como blanco 800 uL Tris 20 mM y 200 pl reactivo de

Bradford.

- Para construir la recta de calibrado se realizan disoluciones de concentraciones conocidas

(0-16 pg/mL) de seroalbumina bovina (BSA) en tampdn Tris 20 mM.
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Muestra

.......... » Protel’nas

Cadenas laterales basicas
y aromaticas

HN:
Azul de Coomassie \©\
4

Complejo proteina-colorante

Absorbancia A =595 nm

v

Calculo por interpolacidn con la curva estandar
(mg proteina/ mL)

Figura 16. Protocolo de cuantificacion de proteinas.
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CUANTIFICACION DE LA PEROXIDACION LIPIDICA

La accidn de los radicales libres sobre los lipidos de las membranas celulares tiene
lugar fundamentalmente sobre los acidos grasos poliinsaturados, provocando su peroxidacion.
Los productos finales de este proceso de peroxidacion lipidica (LPO) son aldehidos, gases
hidrocarbonados y varios residuos quimicos, siendo mayoritarios el MDA y los 4-HDA. Por lo
tanto la concentracion de MDA+4-HDA es un indicador del grado de peroxidacion de los lipidos
de las membranas bioldgicas (Janero 1990). La concentracion de MDA+4-HDA se determind
por un método colorimétrico (Esterbauer y Cheeseman 1990) basado en la reaccién de un
reactivo cromadgeno, el N-metil-2-fenilindol, con el MDA o con los 4-HDA, a una temperatura
de 45°C. La condensacién de una molécula de MDA 6 4-HDA con dos moléculas de N-metil-2-
fenilindol produce un croméforo estable que, en presencia del 4cido metanosulfénico presenta
una absorbancia maxima a 586 nm (Figura 17). Todas las determinaciones se realizaron por

duplicado.

Protocolo

- Centrifugar las muestras a 3.000 xg durante 10 minutos a 4°C.

- Dispensar 2 alicuotas de 200 pL del sobrenadante y afiadir 650 puL de N-metil-2-fenilindol

10,3 mM disuelto en acetonitrilo, y metanol, en relacion 1:3 (v/v).

- Agitar y dispensar 150 plL de acido metanosulfdnico 15,4 M.

- Incubar los tubos durante 40 minutos a 45°C.

- Centrifugar a 3.000 xg durante 10 min a 4°C.

- Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

- Medir la absorbancia a 586 nm en el espectrofotémetro.

- Para obtener la recta de calibrado se utilizaron diluciones de concentracion conocida (0-10
pumol/L), a partir de una disolucién de 1,1,3,3-tetrametoxipropano 10 mM en TRIS 20 mM.
El 1,1,3,3-tetrametoxipropano, al hidrolizarse libera MDA de forma estequiométrica

(Nielsen, Mikkelsen y cols. 1997).

93



Esfuerzo fisico agudo, estrés oxidativo y melatonina

o)

Muestra /

/ MDA: R =0H
U H 4-HDA: R=hidroxialquilo
.......... >

R MDA 6 4-HDA

'/ CH,

N-metil-2-fenilindol

\ \
(D g
N
\ N
CH, CH,

MDA-2(N-metil-2-fenilindol)

Absorbancia A =586 nm

v

Calculo por interpolacidon con la curva estandar
(nmol MDA/mg proteina)

Figura 17. Protocolo de cuantificacion de malonildialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenales (4-HDA).
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CUANTIFICACION DE RESTOS CARBONILO

Para valorar el dafio oxidativo a las proteinas de los homogenizados y de las
membranas, se utilizd la determinacidon de los restos carbonilo de las proteinas (Davies y
Goldberg 1987; Dean, Fu y cols. 1997). Para ello se siguio el protocolo descrito por Levine y
cols. (Levine, Garland y cols. 1990) con modificaciones minimas. Este método esta basado en la
reaccion de los restos carbonilo de las proteinas con la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH),
formandose un derivado que se cuantifica midiendo su absorbancia en el rango 360-390 nm.
Durante el procedimiento se utiliza el acido tricloroacético (TCA) para la precipitacidén de las
proteinas, los lavados para la eliminacién del exceso de DNPH que no ha reaccionado con
restos carbonilo, y la guanidina para redisolver las proteinas y poder realizar la lectura en el

espectrofotometro (Figura 18).

A partir de la absorbancia obtenida se calculé la concentracion de restos carbonilo
empleando la ley de Beer-Lambert y el coeficiente de absorcién molar de la DNPH (g = 22.000
M™.cm™). Finalmente, tras la determinacién de las proteinas totales, los resultados se

expresaron en nmol de restos carbonilo / mg de proteinas totales.
Protocolo

- Afadir a1 mL de las muestras: 100 pL de TRIS 20 mM pH 7,4 y 200uL de DNPH 10 mM en
HCI 2N.

- Agitar e incubar durante 1h a 37°C.
- Dispensar 325 pL TCA 50% frio e incubar en hielo durante 10 min.
- Centrifugar a 3.000 xg 10 min a 4°C.

- Lavar el precipitado 3 veces, resuspendiendo con 1 mL de etanol:acetato de etilo 1:1, vivy

centrifugando a 11.000 xg durante 3 min a 4°C.
- Disolver el precipitado final en 700 pL de guanidina-HCl 6 M pH = 2,00.
- Agitar e incubar, a 37°C durante 15 min.
- Centrifugar a 12.000 xg durante 10 min a 4°C.

- Leerla absorbancia del sobrenadante a 375 nm (ldmpara ultravioleta) en cubeta de cuarzo

a temperatura ambiente. Utilizar como blanco una disolucion de guanidina 6 M.
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Muestra

Restos carbonilo

H,N
2" NH
NO 2
2,4-dinitrofenilhidrazina
NO 2

Prot N
\%4 ~NH
H ©/N02
NO2
Absorbancia A =375 nm

v

Calculo mediante la ley de Beer-Lambert
(nmol restos carbonilo/mg proteina)

Figura 18. Fundamento de la cuantificacion de restos carbonilo en las proteinas.
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DETERMINACION DE LA FLUIDEZ DE MEMBRANA

La fluidez se monitorizé en muestras por triplicado usando 1-[4-(trimetilamonio)-fenil]-
6-fenil-1,3,5-hexatrieno (TMA-DPH) como marcador fluorescente. Su incorporacion en las
membranas previamente aisladas y la determinacion de su fluidez se realizd segln se describe
(Yu, Suescun y cols. 1992). Las membranas (0,5 mg de proteina/mL) se resuspendieron en TRIS
50 mM (volumen final 3 mL) y se mezclaron con TMA-DPH (66,7 nM). Después de mezclar bien
en un vortex durante un minuto, la preparacién se incubd a 37°C durante 30 minutos. Las
mediciones de fluorescencia se realizaron en un Espectrometro de Luminiscencia Perkin-Elmer
LS-55 equipado con un bafio de agua recirculante que mantenia la temperatura a 22,0 + 0,1°C.
Las longitudes de onda de excitacion y emision que se utilizaron fueron 360nm y 430 nm
respectivamente (Figura 19). La intensidad de emisién de la luz polarizada verticalmente se
detectod con un analizador orientado paralelo (IvV) u horizontal (IvH) al plano de excitacidn. Se
utilizé también un factor de correccidn del sistema dptico, G. La polarizacion (P) se calculé con

la ecuacion:

ly, -Gly,

p=—t
l,, +Gl,,

Existe una relacién inversa entre la fluidez de la membrana y la polarizacion (Yu,

Suescun y cols. 1992); por ello, la fluidez de membrana se expresa como 1/P.

Protocolo

- Separar en cada tubo de vidrio 1ImL de muestra de mebrana (0,5 mg proteina/mL) y afiadir

8uL TMA-DPH 25 uMy Tris 50mM hasta completar 3 mL.
- Tapary agitar 1 min con vortex.
- Incubar 30min a 37°C 180 rpm.

- Determinar la polarizacién utilizando las longitudes de onda de excitacion y emisién

360nm y 430 nm respectivamente.

- lafluidez se considera como el inverso de la polarizacién medida.
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¥y
M"
\ TMA - DPH

{66,7 nM}
Membranas 1-{4-trimetilamonio-fenil}-1,3,5-
(0,5 mg/mL) -hexatrien-p-tolueno sulfonato

A4

Incubacién 379C, 30’

Polarizacion de fluorescencia

Excitacion: 360 nm
Emision: 430 nm

Figura 19. Protocolo de medicidon de la polarizacion en las membranas.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD TOTAL ANTIOXIDANTE PLASMATICA

El fundamento de esta prueba es la capacidad del plasma de inhibir la oxidacion del
2,2’-azino-bis-(acido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) por la metamioglobina vy
perdxido de hidrégeno para formar el cation radical ABTS™. Esta molécula forma un croméforo
de color verde relativamente estable que puede ser valorado espectrofotométricamente a una

longitud de onda de 600 nm.
Metamioglobina + H,0, - Ferromioglobina + H,0
Ferromioglobina + ABTS - Metamioglobina + ABTS:"

La presencia de antioxidantes en la muestra analizada disminuye la produccién del
color de forma proporcional a la concentracion total de antioxidantes (Miller y Paganga 1998).
La capacidad de los antioxidantes de la muestra para prevenir la oxidacion del ABTS
comparado con el acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilico (Trolox), un analogo

hidrosoluble de la vitamina E, se cuantifica como concentracién equivalente de Trolox (mM).
Protocolo:

- Introducir en cubetas de espectrofotometro 8,4 uL de la muestra problema (plasma), 8,4

uL de blanco (agua Milli-Q) y de patrén (Trolox a distintas concentraciones).
- Afadir 18 pL de disolucién de metamioglobina purificada (200 uM).
- Agregar 30 uL de ABTS (5mM).
- Afadir 995 puL de tampdn PBS. Agitar.
- Afadir 75 pL de H,0, (1mM).
- -Agitar e incubar durante 6 minutos a 30°C.
- Medir absorbancia en un espectrofotémetro a 600 nm.

- Calcular actividad antioxidante, mediante la siguiente formula:

Absorbancia blanco * Absorbancia patron

Actividad antioxidante =
Absorbancia blanco
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DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

La determinacién de actividades enzimaticas plasmaticas se midié en unidades de
actividad enzimatica (U). Una U se define como la cantidad de enzima necesaria para catalizar

la formacién de un umol de producto por minuto.
1. CATALASA

La actividad enzimatica de la catalasa (CAT) se determind siguiendo el descenso en la
concentracién de perodxido de hidrégeno (H,0,) (Aebi 1983). Cuando se afiade H,0, a una baja
concentracién (0,2 M) a una muestra que contenga CAT, esta enzima cataliza la transformacion
del sustrato a oxigeno y agua. Se realizd una curva cinética durante 30 segundos a una longitud
de onda de 240 nm para comprobar la actividad de la CAT, utilizando el coeficiente de
extincion molar 43,6 cm™ M™ para conocer la cantidad de H,0, eliminado (Wheeler, Salzman y

cols. 1990).
Protocolo
- Introducir 20 pL de plasma y afadir 800 pL de tampdn fosfato (Na,HPO,) 62,5mM pH 7,2.
- Afadir 30 pyL de agua purificada.
- Agregar 150 pL de peréxido de hidrogeno (200 mM). Agitar.
- Medir absorbancia a 240 nm durante 30 segundos.

- Determinar la concentracion de H,0, eliminado.

2. GLUTATION REDUCATASA

La actividad catalitica de la enzima Glutation Reductasa (GR) se determind debido a la
oxidacion de NADPH a NADP®, en presencia de la proteina antioxidante GSSG, siguiendo el
descenso en la absorbancia a A=340 nm durante 3 minutos, como describieron Goldberg y
Spooner (Goldberg y Spooner 1983). El coeficiente de extincién molar utilizado fue el del

NADPH, €= 6.22*10° cm™*M™.
Protocolo:

- Afadir 33 pL de EDTA (15mM) a 600 pL de tampdn fosfato (Na,HPO,) 501,38 mM pH 7,2.
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- Dispensar 294 uL de agua.

- Agregar 25 plL de plasma, junto con 8 pL de NADPH+ H* (10,62 mM) y 30 ulL de GSH (67,36
mM).

- Afadir 40 pL de GSSG (20,28 mM)

- Esperar un minuto y comenzar a medir la absorbancia durante 3 minutos a A=340 nm.

3. GLUTATION PEROXIDASA

Para determinar la actividad enzimatica de la Glutation Peroxidasa (GPx) se observé el
continuo descenso en la concentracion de NADPH mientras los niveles de GSH se mantuvieron
constantes. El protocolo seguido fue el descrito por Flohé y Giinzler (Flohe y Gunzler 1984).
Este método estad basado en el aumento de la absorbancia, a lo largo de tres minutos a una
A=340nm, debido a la oxidacién de NADPH en presencia de GSH, t-butil hidroperdxido (t-
BuO,H), GR y la muestra. Se usé el coeficiente de extincién molar e= 6.22*10° cm™M™ para los

célculos.

Protocolo:
- Afadir 33 pL de EDTA (15mM) a 600 pL de tampdn fosfato (Na,HPO,) 501,38 mM pH7,2.
- Dispensar 115 pL de agua.

- Agregar 30 plL de plasma, junto con 8 pL de NADPH," (10,62 mM) y 30 plL de GSH (67,36
mM).

- Por ultimo, afiadir 30 uL de GSSG (20,28 mM), 20 pL de GR (0,054 U) y t-BuO,H 1,2mM

hasta llegar a un mL total de volumen. Agitar.

- Medir la absorbancia durante 3 minutos a A=340 nm.

4. SUPEROXIDO DISMUTASA

La actividad de la SOD se midié calculando la inhibicion del ratio de reduccién del
citocromo C por el radical superdxido (-O,’), determinado a 550 nm. El -O,” se generd en un

primer paso mediante la reaccion de la xantina y el oxigeno, catalizada por la xantina oxidasa
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(Winterbourn, Hawkins y cols. 1975) (Figura 20). Por ello, la definicion de una U de SOD es la
cantidad de enzima que inhibe el ratio de reduccién de citocromo C un 50%. El coeficiente de

extincion molar del citocromo C es e= 27.6%10° cm™M™ (Alleyne, Wilson y cols. 1992).

SISTEMA ,
) Acido tri
BIOQUIMICO cldo ureo

Xantina + O, X0

O, + Cit.C (detector) . Cit.C reducido

M SOD
MUESTRA PROBLEMA _____ 20,+2H* 3 H,0,+0,

Figura 20. Reacciones implicadas en la valoracion de la actividad enzimdtica de la superdxido dismutasa.
Protocolo:
Sistema generador de -0,

- Dispensar 70uL de Xantina (0,999 mM) junto con 60 pL de agua y otros 60 pL de citocromo
C.

- Afadir 800puL de tampdn fosfato (Na,HPO,4) 57,97 mM pH 7’83 y finalmente sumar 10uL de
Xantina oxidasa (0,00294 U). Agitar.

- Medir la absorbancia a 550 nm.

Determinacién de la actividad de la SOD

- Dispensar 70uL de Xantina (0,999 mM) junto con 60 pL de plasma y otros 60uL de

citocromo C.

- Afadir 800pL de tampodn fosfato (Na,HPO,) 57,97mM pH 7,83 y finalmente sumamos 10ulL
de Xantina oxidasa (0,00294 U). Agitar.

- Medir la absorbancia a 550 nm.
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METODOS ESTADISTICOS

ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LOS DATOS

Las variables cuantitativas se definieron mediante dos pardametros, la media
aritmética, como medida de la tendencia central, y el error estdndar, como una medida de Ia
dispersién. Por ello, los resultados son expresados siempre como media aritmética + error

estandar.

En cada grupo de estudio se comprobo la hipdtesis de normalidad de las distribuciones
mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. El valor de significacion estadistica se establecié en

P <0,05.

INFERENCIA ESTADISTICA

Teniendo variables que seguian una distribucion normal segun el resultado de las
pruebas de normalidad y por tratarse de datos relacionados, para estudiar las diferencias entre
los distintos grupos, se realizd un analisis paramétrico para muestras repetidas. Se aplicé el
test de la t de Student para datos pareados para comparar dos grupos, o un analisis de la
varianza (ANOVA) de medidas repetidas junto con una correccién de Bonferroni y el test
postcontraste de Turkey para comparar mas de dos grupos. El nivel de significacion aceptado

fue P <0,05.
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SUJETOS

Un total de 34 voluntarios varones sanos no entrenados de 19-29 afios participaron en
este estudio. Sdélo se incluyeron varones para evitar cualquier distorsion en la respuesta
hormonal al ejercicio causada por diferencias de sexo (Bloomer y Fisher-Wellman 2008). La
edad media de los participantes fue de 23 afios. Todos los sujetos se encontraban en un rango
de indice de masa corporal normal (23,72 + 0,69), Estas caracteristicas antropométricas de
estas personas se resumen en la Tabla Ill. Ninguno de ellos participaba regularmente en una
competicion deportiva y no realizaron ningln tipo de ejercicio intenso ni tomaron medicacion
en las 24 horas anteriores a las pruebas. Todos los sujetos se sometieron a un reconocimiento
médico que incluyd la historia clinica, examen fisico, electrocardiograma y perfil bioquimico
para descartar posibles patologias. Todos firmaron un consentimiento informado para
participar en el estudio, que fue disefiado siguiendo los principios de la Declaracién de
Helsinki. El protocolo experimental fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica

de Aragon (referencia CP02/2010).

Tabla Ill. Datos antropométricos como edad, altura, peso e indice de masa corporal (IMC), y pardmetros

ergomeétricos como el consumo mdximo de oxigeno (VO;mq) v la capacidad mdxima de trabajo (MWC).

n=34 Valores
Edad (afios) 23+0.41
Altura (cm) 177.59+1.11
Peso (kg) 75.25+2.84
IMC (kg/m?) 23.72+0.69
VOymax (ML-kg™min™) 43.8+1.58
MWC (W) 239.8+7.4

Los resultados se expresan como media + error estandar de 34 varones sanos.
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ESTUDIO DE LA FLUIDEZ DE LAS MEMBRANAS ERITROCITARIAS E
INDICES PLASMATICOS DE DANO OXIDATIVO DESPUES DE
EJERCICIOS FISICOS AGUDOS EN HUMANOS

CAMBIOS EN LA FLUIDEZ DE LAS MEMBRANAS ERITROCITARIAS

Los resultados obtenidos sobre los efectos en la fluidez de la membrana de eritrocitos
tras un ejercicio, bien sea maximo o submaximo, realizados segun los protocolos descritos para
la realizacién de nuestro estudio, se pueden ver en la Figura 21. En las personas que
voluntariamente se sometieron a estas ergometrias, el ejercicio agotador realizado de una
manera progresiva provocd un descenso de los niveles de fluidez de las membranas
eritrocitarias (B: 3,52 + 0,30) en comparacién con los valores que se habian obtenido al
analizar las membrana aisladas de las extracciones de sangre antes del ejercicio (A: 3,59 *
0,31). Por otro lado, el ejercicio maximo mantenido de manera constante a una intensidad
igual al 100% de la alcanzada en la ergometria progresiva, y el ejercicio contante con una carga
submdxima (equivalente al 70% de la MWC) durante 30 minutos produjeron un descenso
dramatico de la fluidez de membrana comparado con el periodo de reposo (C: 3,42 + 0,32 y D:
3,43 + 0,42 respectivamente). Sin embargo, no encontramos variaciones significativas al
comparar entre el grado de fluidez tras un ejercicio maximo constante y un ejercicio

moderado.
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Figura 21. Fluidez de las membranas plasmaticas aisladas de eritrocitos de 34 hombres sanos durante el reposo (A)
y tras el ejercicio maximo progresivo (B), continuo (C) y submdximo (70% del maximo) durante 30 minutos (D).
Los datos (media + error estandar) se expresan como el inverso de la polarizacion. Diferencias estadisticas (P<0,05)

frente a pre-ejercicio (*) y frente al ejercicio maximo progresivo (#).
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INDICES PLASMATICOS DE DANO OXIDATIVO

1. CONCENTRACION DE CARBONILOS PROTEICOS

A la hora de medir el dafio que se produjo en las proteinas plasmaticas y/o de la
membrana celular, también observamos como las concentraciones plasmaticas de carbonilos
proteicos (Figura 22) variaron. Tanto en el momento de terminar el test de ejercicio maximo,
realizado de una forma progresiva, como justo después de que finalizara el esfuerzo de
superar una ergometria continua a una carga constante hasta el agotamiento (B: 2,76 + 0,08
UMy C: 2,99 + 0,09 uM, respectivamente), la carbonilacion proteica aumento, de modo que la
concentracién de restos carbonilo en plasma también se vio significativamente incrementada
en comparacion con la concentracion que se habia determinado en el plasma de la sangre
obtenida en reposo (A: 2,76 + 0,08 uM). En la medicion de carbonilos proteicos después de
terminar la prueba al 70% de la MWC, es decir, submaxima, no se produjeron cambios

significativos comparados con la concentracion basal (2,86 + 0,09 uM vs. 2,76 + 0,08 uM).
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Figura 22. Efecto del ejercicio agudo en la carbonilacion proteica plasmdtica en 34 hombres sanos en reposo (A) e
inmediatamente después de distintos protocolos de ejercicio (B, Cy D).

Los datos se expresan como media + error estdndar. *Diferencias estadisticas (P<0,05) frente a reposo.
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2. CONCENTRACION DE MDA+4-HDA

Otro marcador de dafio oxidativo, esta vez relacionado con los lipidos, tanto de la sangre
como de las membranas que determinamos fueron las concentraciones combinadas de MDA +
4-HDA, que como decia, se utilizaron como indice de peroxidacion lipidica en muestras
bioldgicas. Tras medir la concentracidn, se llevd a cabo un andlisis estadistico de los niveles de
MDA + 4-HDA plasmaticos para observar el dafio oxidativo a lipidos. Este no mostré efectos
significativos tras ninguno de los protocolos de ejercicio. Ninguno de los test de esfuerzo
maximo ni el de esfuerzo submaximo, (A = 3,09 + 0,26 uM; B = 2,97 + 0,29 uM; C=3,19 + 0,32
uM; D = 3,23 + 0,33 uM) revelaron cambios significativos (Figura 23). El aparente aumento de
los niveles de MDA + 4-HDA en plasma al final del ejercicio maximo continuo y el submaximo

no fue significativo frente al nivel basal o de reposo (P=0,646 y 0,621, respectivamente).

S 40

=

< 35

T -

q-

+ 3,01

<

a)

= 25

2,0 -

A B C D
Basal Post-ejercicio

Figura 23. Concentraciones plasmdticas de malonildialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenales (4-HDA) en 34 hombres
sanos durante el reposo e inmediatamente post-ejercicios (B, Cy D).

Los datos se expresan como media * error estdndar.
Todos estos resultados han sido objeto de la siguiente publicacidn:

Erythrocyte membrane fluidity and indices of plasmatic oxidative damage after acute

physical exercise in humans.

(Eur J Appl Physiol. 2011 Jun;111(6):1127-33. Epub 2010 Nov 30. PubMed PMID:
21116825.)

111



Esfuerzo fisico agudo, estrés oxidativo y melatonina

EL EJERCICIO AGUDO INCREMENTA LA ACTIVIDAD TOTAL
ANTIOXIDANTE Y LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES DEL PLASMA EN HOMBRES NO ENTRENADOS

CAMBIOS EN LA ACTIVIDAD TOTAL ANTIOXIDANTE

Ademas de comprobar cdmo afectaria el estrés oxidativo generado por el ejercicio a
las diferentes macromoléculas de la membrana y a su dindmica, se determinaron los cambios
qgue se producen tanto en la actividad total antioxidante (TAS) del plasma, asi como la
actividad de diferentes enzimas antioxidantes. La determinacién de la TAS tras un ejercicio
progresivo y continuo, resulté en un aumento frente al nivel basal. Incrementd hasta el
equivalente a 1,62 + 0,07 mM de Trélox mientras que en reposo equivalia a 1,53 £ 0,07 mM de
Trdélox. Tras la realizacion de un esfuerzo maximo mantenido al nivel del VO, se produjo el
mayor aumento de actividad total antioxidante de los tres protocolos de ejercicio estudiados,
alcanzando un equivalente a 1,66 + 0,08 mM de Trélox. Finalmente, se midid la TAS del plasma
tras una ergometria submaxima. El resultado no es tan alto como tras los ejercicios maximos,
obteniendo un equivalente a la actividad antioxidante de 1,61 + 0,08 mM de Trélox. Sin
embargo, todos los resultados obtenidos con esta prueba sufrieron un incremento significativo

frente al nivel basal, como podemos observar en la Figura 24.
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Figura 24. La actividad total antioxidante en plasma de 34 hombres sanos en reposo (A) e inmediatamente después
de realizar un ejercicio maximo progresivo (B), un test mantenido hasta el agotamiento (C) y una prueba submaxima
(70% de la carga maxima de trabajo) durante 30 minutos(D).

Los datos se expresan como la media + error estandar. * Diferencias estadisticas (P<0,05) frente al estado basal.
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CAMBIOS EN LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

En cuanto a los cambios producidos en las actividades enzimaticas, se estudid, enzima
por enzima, como variaban tras los diferentes estimulos provocados por el ejercicio. En cuanto
a la enzima catalasa (CAT), el protocolo de ejercicio en el que la intensidad se mantenia
constante al nivel maximo que se alcanzé en la determinacién de VO, produjo el mayor
incremento en su actividad (42,29 + 2,84 U). El valor obtenido antes de la realizacién de
ejercicio o valor de reposo fue 18,54 + 1,97 U. Tras la realizacion de un esfuerzo continuo y
progresivo, que también sirvid para determinar las cargas de trabajo y medir parametros
respiratorios, se vio un incremento de actividad que llegd hasta 24,85 + 2,35 U. Por ultimo, un
esfuerzo submaximo durante 30 minutos estimuld la actividad de la CAT alcanzando 29,19 +
3,89 U, lo que supuso que todos los protocolos de ejercicio aumentaron significativamente la

actividad enzimatica comparados con la situacion de reposo (Figura 26).
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Figura 25. Actividad de la catalasa (CAT) en plasma de 34 hombres sanos en reposo (A) y justo después de realizar
un ejercicio (B, Cy D).

Los datos se expresan como la media + error estandar. * Diferencias estadisticas (P<0,05) frente al estado basal.

La actividad enzimatica de la GR como de la GPx también se determind tras los

diferentes ejercicios. Las actividades de la GR fueron mas altas tras un ejercicio submaximo e
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incluso mas elevadas tras los protocolos maximos de esfuerzo, continuo o progresivo (Figura
26). La actividad enzimatica aumentd comparada con el nivel basal de 0,021 + 0,002 U,
aumentando hasta 0,031 + 0,003 U tras un ejercicio maximo con un aumento progresivo de la
carga, hasta 0,031 + 0,003 U después de un esfuerzo maximo mantenido con una carga igual a
la maxima obtenida en el esfuerzo progresivo y hasta 0,026 + 0,003 U tras una ergometria

submaxima durante 30 minutos.
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Figura 26. Actividad de la glutation reductasa en el plasma de 34 hombres sanos a nivel basal (A) y después de
realizar tres esfuerzos (B, Cy D).

Los datos se expresan como la media * error estdndar. *Diferencias estadisticas (P<0,05) frente al estado basal.

La actividad que se determind de GPx también fue mayor después de la realizacion de
distintos tipos de ejercicio (Figura 27). Antes de comenzar cada prueba, se midié dicha
actividad resultando un valor basal de 0,94 + 0,02 U. Se produjo un aumento claro después de
la ejecucion de un esfuerzo maximo con un aumento progresivo de la carga. Se observd un
valor de 1,03 + 0,3 U. En otro tipo de esfuerzo maximo, mantenido en el tiempo, se alcanzé
una actividad de 1,02 + 0,03 U. Como ultimo valor, se determind una actividad de 1,02 + 0,03 U

después de terminar un ejercicio submaximo de 30 minutos.
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Figura 27. Actividad de la glutation peroxidasa en el plasma basal (A) e inmediatamente después de realizar un
ejercicio mdximo progresivo (B), un test mantenido hasta el agotamiento (C) y una prueba submdxima (70% de la
carga mdxima de trabajo) durante 30 minutos(D).

Los datos se expresan como la media + error estandar (n=34). *Diferencias estadisticas (P<0,05) frente al estado

basal.

Tras la medicién del valor en reposo de la SOD, 0,018 + 0,004 U, se observd que su
actividad incrementd significativamente después de realizar una prueba de esfuerzo maxima
con un nivel de esfuerzo mantenido hasta el agotamiento, alcanzando una actividad de 0,028 +
0,007 U. Pero fue después de un ejercicio submaximo cuando se detectéd una mayor actividad

enzimatica, aumentando esta hasta un valor de 0,033 + 0,007 U (Figura 28).
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Figura 28. Actividad de la enzima superoxido dismutasa en el plasma de 34 hombres sanos durante el reposo (A) y
tras dos ejercicios maximos (B y C) y uno submdximo (D).

Los datos se expresan como la media * error estandar. *Diferencias estadisticas (P<0,05) frente a pre-ejercicio.

Todos estos resultados han sido objeto de la siguiente publicacidn:

Acute exercise increases plasma total antioxidant status and antioxidant enzyme

activities in untrained men.

(J Biomed Biotechnol. 2011, DOI: 10.1155/2011/540458 Epub 2011 Mar 9).
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LA MELATONINA COMO AYUDA ERGOGENICA EN EL EJERCICIO
AGUDO

La ultima parte de nuestra investigacién se ha centrado en el uso de la melatonina
como posible potenciador de la capacidad de trabajo fisico. Para ello, determinamos la
duracidn y la distancia total recorrida de dos grupos de ratas, uno tratado con melatonina (M)
y otro que realizd el ejercicio sin melatonina (E). Como se puede ver en la Figura 29, el grupo
de ratas suplementadas con melatonina estuvo corriendo durante un tiempo (A) y una
distancia (B) significativamente mayores que las que lograron el grupo E. Debido a que era una
prueba incremental, la distancia recorrida es mucho mayor en el grupo M que en el E, que

estuvo corriendo durante menos tiempo.
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Figura 29. Duracién (A) y distancia total recorrida (B) de las ergometrias realizadas en 10 ratas, 5 de ellas tratadas
con melatonina (aMT).
N=5 en cada grupo. Los datos se expresan como la media + error estandar. #, Diferencias estadisticas (P<0,05)

frente al grupo sin tratamiento con melatonina.
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En cuanto a su velocidad de carrera alcanzada durante la ergometria, también
podemos observar que fue mayor en el grupo al que se administré melatonina que en el que
Unicamente realizd la prueba (Figura 30 A). Su maximo consumo de oxigeno relativo al peso
corporal, en el momento de mas esfuerzo, también fue significativamente mayor en el grupo

M que en el grupo E (Figura 30 B).
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Figura 30. Velocidad final (A) y consumo maximo de oxigeno (VO,) (B) alcanzados en las ergometrias realizadas en
10 ratas, 5 de ellas tratadas con melatonina (aMT).
N=5 en cada grupo. Los datos se expresan como la media + error estandar. #, Diferencias estadisticas (P<0,05)

frente al grupo sin tratamiento con melatonina.

En resumen, en cuanto al rendimiento fisico podemos decir que el grupo tratado con
melatonina estuvo corriendo mas tiempo, mas distancia, a mas velocidad y que alcanzé un

VO,max. mayor que el grupo que realizo ejercicio sin melatonina.
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ESTUDIO DE LA FLUIDEZ DE LAS MEMBRANAS ERITROCITARIAS E
INDICES PLASMATICOS DE DANO OXIDATIVO DESPUES DE
EJERCICIOS FISICOS AGUDOS EN HUMANOS

(Eur J Appl Physiol. 2011 Jun;111(6):1127-33. Epub 2010 Nov 30. PubMed PMID:
21116825.)

La primera parte de nuestro estudio realizado en humanos demuestra que tras un
periodo agudo de ejercicio extenuante o ejercicio submaximo controlado se produce un
descenso de la fluidez de la membrana de eritrocitos. Segln nuestros conocimientos, este es el
primer estudio que muestra que el ejercicio fisico agudo afecta a la fluidez de la membrana de
los eritrocitos en varones sanos adultos realizando la medicion de fluidez de membrana por
espectroscopia de fluorescencia. El principio del analisis con espectroscopia de fluorescencia
estd basado en la intercalacién dentro de la membrana biolégica de una molécula
fluorescente, en este caso TMA-DPH, la cual, al ser iluminada por luz polarizada, emite una
sefial fluorescente. El grado de polarizacion depende del estado de movilidad del TMA-DPH, el
cual refleja el movimiento de los lipidos de la membrana (Yu, Suescun y cols. 1992). Nuestros
resultados estan en concordancia con la rigidez detectada en membranas mitocondriales
aisladas de musculo esquelético inmediatamente después de un ejercicio extenuante en ratas
Sprague-Dawley (Li, Tong y cols. 1999). Estos autores marcaron las membranas con otro
compuesto, difenilhexatrieno (DPH). EIl TMA-DPH es un derivado del DPH, que incorpora un
grupo trimetilamonio para mejorar su localizacidon en la membrana. Asi pues, el TMA-DPH se
intercala paralelamente al eje longitudinal de los fosfolipidos de las membranas con el residuo

cationico orientado a la superficie (Prendergast, Haugland y cols. 1981).

Hay observaciones previas utilizando otra técnica para medir la fluidez de la membrana,
la espectroscopia por resonancia de spin electrénico. La fluidez de membrana de eritrocitos
obtenidos de caballos de competicién disminuyd después de una competicion hipica estandar,
la cual incluye un tramo final a la maxima velocidad (De Moffarts, Portier y cols. 2007). Se
obtuvieron resultados similares, rigidez en la membranas, en cuatro perros sedentarios
después de un ejercicio submaximo en un estudio para comprobar el papel preventivo de la
vitamina E sobre el dafio oxidativo provocado por este (Motta, Letellier y cols. 2009).
Finalmente, Brzeszczynska y cols. (2008) detectaron rigidez de eritrocitos 1 hora después de

una prueba incremental hasta el agotamiento en bicicleta realizada por 11 varones sanos no
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entrenados. Estos autores emplearon 3 marcadores de spin, acidos 5-, 12- 6 16-doxilestedricos
para obtener informacion acerca de los cambios en el microambiente de la regidn préxima a
ellos, a diferentes profundidades de la bicapa lipidica. Sélo se detectd un incremento con el
marcador acido 5-doxilestearico, por lo que concluyeron que el ejercicio indujo un descenso en
la fluidez de la membrana eritrocitaria en la region polar de estas (Brzeszczynska, Pieniazek y
cols. 2008). Para medir cambios en esta regidén especifica, nosotros elegimos el TMA-DPH
porque la regiéon polar del marcador se coloca en la interfase lipido-acuosa, mientras que la
parte hidrocarbonada entra en la zona lipidica de la membrana. La longitud de la parte
hidrofébica de la molécula de TMA-DPH, es aproximadamente equivalente al carbono 10 de la
cadena alifatica (Kuhry, Fonteneau y cols. 1983) y esto nos proporciona informacién sobre la
region mas superficial y del extremo glicerol de la membrana plasmatica (Prendergast,

Haugland y cols. 1981).

Sin embargo, en el caso de realizar un ejercicio regular, muchos estudios sugieren que
aumenta la fluidez y mejora la viscosidad de la membrana de eritrocitos humanos (Cazzola,
Russo-Volpe y cols. 2003; Kamada, Tokuda y cols. 1993; Tsuda, Yoshikawa y cols. 2003). Los
eritrocitos son esenciales para la rdpida y homogénea difusion del oxigeno en Ia
microcirculacion (Dutta-Roy, Ray y cols. 1985), por lo que el aumento de la fluidez de la
membrana y la disminucién de la microviscosidad, ambas debidas al entrenamiento aerdbico,
jugaran un papel importante en la difusidn del oxigeno intraeritrocitario en la microcirculacion

(Tsuda, Yoshikawa y cols. 2003).

Se han propuesto numerosas razones estructurales como causa de la rigidez de la
membrana de los glébulos rojos. La primera, puede deberse a cambios en la composicién de
los lipidos de la membrana, por ejemplo, un descenso de la relacién acidos grasos
poliinsaturados/saturados en la membrana (Curtis, Gilfor y cols. 1984; Shinitzky 1984). Esta
bien documentado que el ejercicio produce un exceso de radicales libres y especies reactivas
de oxigeno (Bloomer y Fisher-Wellman 2008; Powers y Jackson 2008). Sabiendo que los acidos
grasos poliinsaturados son particularmente sensibles al comportamiento agresivo de los
radicales libres (Gutteridge 1995), parece razonable que el dafio oxidativo a la bicapa lipidica
de los eritrocitos esté relacionado con su rigidez debido al ejercicio fisico. En segundo lugar, el
estrés oxidativo en membranas bioldgicas induce la formacion de puentes cruzados entre
fragmentos lipido-lipido y lipido-proteina (Chen y Yu 1994). Tercero, las proteinas de la
membrana puede ser reguladoras de la fluidez de esta (Shinitzky 1984). Los grupos tiol de
estas proteinas se oxidan facilmente por los radicales libres (Nakazawa, Genka y cols. 1996), y

se ha propuesto que el ejercicio puede provocar la agregacion del complejo proteico
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espectrina-actina del citoesqueleto, lo que produce un descenso en la dindmica de Ia

membrana (Brzeszczynska, Pieniazek y cols. 2008).

La fluidez de la membrana es una caracteristica fisico-quimica de las membranas
celulares que juega un rol importante modulando las funciones de los eritrocitos como la
permeabilidad, el transporte de iones u oxigeno, la actividad de enzimas asociadas a la
membrana y la fragilidad osmatica (Derby y Gleeson 2007; Shinitzky 1984; Sudhahar, Haney y
cols. 2008). Por lo que mantener unos niveles adecuados de fluidez de membrana en el
eritrocito es esencial para la fisiologia celular dptima. Durante el ejercicio, los glébulos rojos
estan altamente expuestas a estrés tanto mecanico como oxidativo, aun mas que otras células,
especialmente considerando que los eritrocitos estan produciendo constantemente radicales
libres y que tienen una capacidad de reparacién muy pobre (Cimen 2008; Petibois y Deleris
2005). Numerosos estudios hablan de que el ejercicio vigoroso reduce de manera aguda la
deformabilidad de los eritrocitos (Eichner 1985; Szygula 1990), y que el estrés oxidativo
produce oxidacion de lipidos y proteinas en la membrana, lo que desestabiliza la bicapa lipidica
y el citoesquleto, comprometiendo asi la supervivencia celular (Dumaswala, Zhuo y cols. 1999).
La rigidez de la membrana de eritrocitos debida al ejercicio fisico agudo detectada durante

nuestro estudio es consistente con estos hallazgos.

Ademas de la fluidez de la membrana, detectamos un incremento del dafo oxidativo en
plasma debido al ejercicio fisico, aunque estos efectos fueron detectados especificamente en
biomoléculas; esto es, el incremento de la oxidacion de las proteinas plasmaticas tras el

ejercicio, mientras la oxidacidn lipidica en plasma se vio minimamente afectada.

La oxidacion de proteinas debido al estrés oxidativo provoca una pérdida de su funcion
biolégica y modificaciones estructurales, por ejemplo, la adicion de grupo carbonilo en su
residuos aminoterminales (Davies y Goldberg 1987; Levine y Stadtman 2001). En esta linea, la
carbonilacion proteica en plasma aumentd de manera aguda en varones sometidos a un
entrenamiento de fuerza tras una sesidon de ejercicio anaerdbico (Bloomer, Davis y cols. 2007;
Bloomer y Fisher-Wellman 2008). La magnitud del dafio proteico debido al ejercicio aerdbico
depende de su intensidad. Se ha comprobado recientemente que un sélo ejercicio de 40
minutos elevaba la cantidad de grupos carbonilo en el plasma de hombres entrenados de
manera dependiente de la carga de trabajo (Lamprecht, Greilberger y cols. 2008). Ademas,
otros autores observaron que el dafio oxidativo a las proteinas plasmaticas se produce tras
ejercicios realizados tanto al 75% como al 80% del VO,ma. AUn con todo, estas alteraciones

s6lo fueron estadisticamente significativas tras el 80% del VO,n.x. De acuerdo con estos
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estudios previos, encontramos aumentos significativos en la carbonilacién proteica cuando
voluntarios no entrenados realizan ejercicios maximos (B y C). Pero no podemos decir que
haya cambios significativos en la oxidacidén de proteinas tras un ejercicio submaximo con una

carga del 70% del VO,may durante 30 minutos.

Finalmente, se ha demostrado que el ejercicio agudo eleva las concentraciones de MDA
y otros productos resultantes de la peroxidacion lipidica en musculos activos (Alessio,
Hagerman y cols. 2000; Davies, Quintanilha y cols. 1982; Ji y Fu 1992; Li, Tong y cols. 1999) asi
como en otros tejidos y en el plasma (Brzeszczynska, Pieniazek y cols. 2008; Motta, Letellier y
cols. 2009). En contraste con estas observaciones, pero segln nuestros resultados, otros
investigadores encontraron que el ejercicio modifica minimamente o incluso reduce el grado
de peroxidacion lipidica, presumiblemente por incremento de la capacidad del sistema
antioxidante (Bloomer, Davis y cols. 2007; Groussard, Rannou-Bekono y cols. 2003; Kim, Yu y
cols. 1996) o debido a un aumento del aclarado o distribucién a través del cuerpo (Leaf,

Kleinman y cols. 1997).

En conclusion, esta primera parte de nuestro estudio muestra que las membranas de
eritrocitos de varones sanos no entrenados fueron menos fluidas tras un periodo de ejercicio
agudo maximo o submaximo. Basandonos en la elevacion de la carbonilacion proteica en
plasma, un marcador de dafio oxidativo sistémico, asi como en los efectos prooxidantes
relatados con anterioridad, parece razonable atribuir los cambios en la dinamica de la bicapa

lipidica de eritrocitos a la sobreproduccion de radicales libres.
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EL EJERCICIO AGUDO INCREMENTA LA ACTIVIDAD TOTAL
ANTIOXIDANTE Y LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES DEL PLASMA EN HOMBRES NO ENTRENADOS

(J Biomed Biotechnol, 2011; DOI: 10.1155/2011/540458)

Como ya habiamos visto, el estrés oxidativo es una alteracion en el equilibrio entre la
generacién de ROS/RNS vy los niveles antioxidantes a favor de la formacion de radicales libres
(Sies y Mehlhorn 1986). Aunque hay un consenso general sobre que la sobreproduccion de
radicales libres se da, sobretodo, en el musculo esquelético (Jackson 2005; McArdle, Pattwell y
cols. 2001; Vina, Gomez-Cabrera y cols. 2000), también estd muy bien documentado que el
ejercicio causa un dafo oxidativo sistémico. Basandose en estas premisas, Sureda y cols.
(2007) encontraron después de una sola sesién de ejercicio intenso un aumento de
malonildialdehido, un marcador relacionado con la peroxidacién lipidica debida al estrés
oxidativo, en otras células sanguineas, los linfocitos. Pero ademas, otros investigadores como
Ajmani y cols. (2003) midieron un aumento en la rigidez de la membrana de los eritrocitos
después de un ejercicio intenso debido al estrés oxidativo generado. Esta rigidez en la

membrana significa una elevacion de la peroxidacion de los lipidos que la forman.

El principal hallazgo de nuestro trabajo es el aumento de la TAS en la sangre de
humanos, tras una sola sesién de ejercicio, independientemente de si este es maximo o es
submaximo. La TAS plasmatica es una combinacién de numerosas defensas antioxidantes,
incluyendo sistemas enzimaticos y no enzimaticos. Tal y como vemos aqui, Child y cols. (1998)
detectaron niveles de TAS mas altos después de un ejercicio extenuante, es decir, equivalente
a media maraton. Concluyeron que el acido Urico, un componente muy importante de los
sistemas antioxidantes, es responsable de una tercera parte de este incremento en la TAS.
Aungue el acido urico posiblemente contribuya a las defensas antioxidantes, otra posible
explicacidn de este incremento de la actividad total antioxidante es que se produzcan cambios
en otras defensas antioxidantes como el GSH, la melatonina o las enzimas antioxidantes (Yu
1994). También hemos demostrado que la actividad antioxidante de las enzimas CAT, GPx, GR
y SOD, fue mayor después de la realizacién de un esfuerzo que en reposo, y estos cambios se

relacionan con el incremento de la TAS.

Ademas hay evidencias de que las actividades de la CAT, GPX y GR aumentan en el
musculo esquelético durante el ejercicio. Ji y cols. (1992; 1992) observaron en dos estudios

consecutivos que una simple carga de ejercicio agudo aumentaba la actividad de estas enzimas
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antioxidantes en el musculo de rata. En su primer informe, los animales realizaban un ejercicio
hasta el agotamiento en una cinta ergométrica (Ji y Fu 1992). El segundo estudio, se diseid
para comparar dos protocolos de ejercicio diferentes, uno maximo y otro submaximo v, tal
como hemos observado también nosotros, las actividades de CAT, GPx y GR aumentaron
debido al ejercicio realizado (Ji, Fu y cols. 1992). La actividad de la SOD también sufrié un
incremento justo después de un solo ejercicio extenuante y también durante la recuperacion.
Se realizd un ejercicio aerdbico, que no generase dafio muscular, en un cicloergémetro
(Khassaf, Child y cols. 2001). En este articulo, las muestras de tejido fueron tomadas, mediante
una biopsia, del vasto lateral externo de la pierna de los sujetos que habian realizado la

prueba.

El efecto del ejercicio agudo sobre las actividades de las enzimas antioxidantes parece
ser sistémico, implicando a varios drganos. Después de la realizacidon de un test en la piscina,
Terblanche y cols. (2000) describieron que la actividad de la CAT era mayor comparada con el
nivel de reposo en varios tejidos. Tanto en ratas macho como hembra, encontrd este aumento
en higado, rindn y pulmon. Estos autores proponen que este aumento durante el ejercicio se
debe a un mecanismo de defensa en todos los tejidos frente a la produccion de perdxido de

hidrégeno.

También se vio que esta respuesta enzimatica, de la SOD y CAT, fue mucho mayor en
ratas jévenes que viejas, en las cuales la respuesta estaba significativamente deprimida. Esto
sugiere que el envejecimiento exagera la depresidn de los sistemas de defensa antioxidante
(Hatao, Oh-ishi y cols. 2006). Hara y cols. (1996) también observaron que se producia un
aumento de la actividad de la GPx tras una sesidén de natacién tanto a nivel hepatico como del

musculo esquelético.

La naturaleza invasiva que tiene la obtencién de muestras de musculo por la técnica de
la biopsia, limita el acceso al musculo de humanos que estén realizando o hayan terminado
algun tipo de ejercicio. Debido a ello, la mayor parte de los estudios se centran en cambios
producidos en la sangre. Asi pues, Aguild y cols. (2005), han encontrado recientemente una
elevacién en la actividad de la CAT y la GR en los hematies. Cases y cols. (2006) vieron también
un incremento en la actividad antioxidante de la CAT, GPx y SOD tras un ejercicio agudo, tanto
en cicloergdmetro como en la piscina. Estos autores proponen que el estrés oxidativo
generado y la necesidad de protegernos de él, pueden ser, al menos en parte, la causa del
aumento de las actividades de estas enzimas inducidas por el ejercicio fisico. A pesar de ello, el

mismo grupo de investigacién encontré un descenso en la CAT y GPx tras una sola sesién de
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ejercicio (Ferrer, Tauler y cols. 2009). Esta paradoja podria explicarse porque posiblemente
estas células liberen sus enzimas en el plasma. De acuerdo con nuestros resultados, Elosua y
cols. (2003) también han descrito que las actividades extracellulares de SOD y GPx
incrementaron con respecto al nivel basal al finalizar un ejercicio agudo. Aunque una hora
después, mientras se producia la recuperacién del sujeto, las actividades enzimaticas
descendieron hasta los niveles iniciales. A pesar de esto, las actividades volvieron a aumentar
pasadas veinticuatro horas, quizd debido a un aumento de la regulacidon genética de ellas

(Elosua, Molinay cols. 2003).

Recientemente, el interés se ha centrado en el efecto del entrenamiento en estos
sistemas de defensa antioxidante. Shin y cols. (2008) estudiaron el efecto de un entrenamiento
de resistencia aerdbica durante seis meses en la respuesta frene a un ejercicio agudo. Estos
autores observaron que la actividad de las enzimas antioxidantes fue mucho mayor que antes
de comenzar el entrenamiento. Como posible explicacién a este fenédmeno provocado por el
entrenamiento, tenemos la teoria de que el ejercicio continuado estimula la expresién de
genes que estan involucrados en la regulacion de las enzimas antioxidantes gracias a una via
de transcripcion sensible a los cambios en el estado redox de la célula. Esta via es
fundamentalmente la de factor nuclear kB (NF- kB). Hay numerosos estudios que resaltan la
importancia de este factor nuclear en la expresion de enzimas como la SOD y la iNOS en
musculo esquelético de rata (Gomez-Cabrera, Domenech y cols. 2008). De nuevo Ji y cols.
(2007) observaron que las ratas que realizaban ejercicio, al inyectarles alopurinol, que es un
inhibidor competitivo de la xantina oxidasa, atenuaba la produccidon de radicales libres en
comparaciéon con otro grupo de ratas no tratado. Incluso la union NF- kB aumento
dramaticamente con el ejercicio pero estuvo inhibida en el grupo tratado con alopurinol.
Gracias a este estudio, parece ser que el ejercicio esta involucrado en la sefializacion por la via
del NF- kB. También se ha descrito que el ejercicio fisico (80% VO,m. durante 1 hora)
terminaba activando al factor NF- kB en las células sanguineas de hombres jévenes fisicamente
activos (Vider, Laaksonen y cols. 2001). En el otro lado, nos encontramos un estudio que
muestra como un ejercicio de fuerza de tipo excéntrico prolongado durante cuarenta y cinco
minutos no alterd en absoluto la expresidon de este factor nuclear (Buford, Cooke y cols. 2009).
Por ello la influencia de diferentes tipos de ejercicio agudo y de entrenamiento en el estado
redox en las diferentes células o tejidos del cuerpo permanece aun poco clara, lo que deja
abierto un campo para continuar con la investigacién (da Silva, Pinho y cols. 2009; Elosua,
Molina y cols. 2003; Lambertucci, Levada-Pires y cols. 2007; Pinho, Andrades y cols. 2006;
Powers y Criswell 1996).
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LA MELATONINA COMO AYUDA ERGOGENICA EN EL EJERCICIO
AGUDO

El ejercicio extenuante provoca una serie de alteraciones metabdlicas que permiten la
adaptacion a una demanda energética aumentada. El principal sustrato que se utiliza cuando
se produce dicha demanda es el glucégeno. Este se almacena principalmente tanto en el
higado como en el musculo esquelético, y mediante un conjunto de reacciones bioquimicas
Ilamado glucogenolisis, se transforma en la principal fuente energética durante el ejercicio, la
glucosa (Mazepa, Cuevas y cols. 2000). Por ello, las reservas de glucégeno disminuyen y los
niveles de glucosa en sangre no se mantienen tras el ejercicio, lo que puede ser un factor a

tener en cuenta a la hora de alcanzar el agotamiento (Maughan, Gleeson y cols. 1997).

En la ultima década se han estudiado diferentes parametros que sefialan importantes
efectos de la melatonina relacionados con el rendimiento, como son las propiedades
hipotérmicas (Atkinson, Drust y cols. 2003), la mejor utilizacidn de sustratos energéticos como
el glucégeno (Mazepa, Cuevas y cols. 2000) y la disminucion de los marcadores de inflamacion
y de estrés oxidativo, gracias a su gran capacidad antioxidante (Ochoa, Diaz-Castro y cols.

2011).

En relacién a la mejor utilizacidon de sustratos energéticos, Mazepa y cols., observaron
como la melatonina aumenta la utilizacion de lipidos durante el ejercicio y disminuye la
utilizacién de hidratos de carbono. El ejercicio produjo hipoglucemia, aumento de los niveles
de lactato y reducciéon del glucdgeno muscular y hepatico. Comparados con los animales que
realizaron ejercicio sin tratamiento, los animales que realizaron ejercicio con 2,0 mg/Kg de
melatonina tuvieron menores niveles de lactato plasmatico y mayores niveles de glucégeno
hepatico y muscular. Indicaron que la melatonina matiene las reservas de glucégeno en ratas
en ejercicio a través de cambios en la utilizacién de lipidos e hidratos lo que puede resultar
beneficioso para un mejor rendimiento en los ejercicios de resistencia (Mazepa, Cuevas y cols.

2000).

Por otro lado, la melatonina también reduce el tiempo que tardan las acidos grasos
libres almacendos en los adipocitos en alcanzar el torrente sanguineo, y de este modo poder

estar disponibles para ser el sustrato energético de las células (John, Beamish y cols. 1983).

Ambos procesos se ven complementados con el estudio que realizaron Kaya y cols.

(2006) en el que se observd como la suplementacidon con melatonina, reducia los niveles de
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lactato sanguineo tras un ejercicio agotador. Este hecho, puede estar relacionado con la
mejora de la eficiencia energética de la mitocondria o con la mayor disponibilidad de sutratos.
En ambos casos, el resultado seria el mismo: un aumento del rendimiento fisico, del mismo
modo que hemos observado en los datos de nuestro estudio. Una de las posibles explicaciones
a este fendmeno puede tener la base en una mejor utilizacién de los sustratos, favorecida por

la administracion de melatonina.

Sin embargo y como ya hemos explicado, los efectos de la melatonina durante el

ejercicio pueden ser muchos otros.

Segln nuestros analisis, el rendimiento de las ratas suplementadas con melatonina es
claramente superior al grupo al que Unicamente se le inyectd el vehiculo. Estuvo realizando un
ejercicio durante mas tiempo, a mas velocidad y recorriendo una distancia significativamente

mayor. Todo esto unido a un consumo de oxigeno mucho mayor.

La idea cladsica de que en la mitocondria, entre el 2% y el 5% de los electrones
transportados no llegan al complejo 1V, liberandose -0, (Boveris, Oshino y cols. 1972; Cadenas,
Boveris y cols. 1977; Frei 1994; St-Pierre, Buckingham y cols. 2002), nos haria suponer que
cuanto mayor haya sido el consumo de oxigeno del animal, mayor cantidad de radicales libres
se habran liberado. Ademas el ejercicio extenuante induce la liberacion de mieloperoxidasa
por parte de los neutrdéfilos que acuden debido al dafio muscular, haciéndose aun mayor la
exposicion a radicales libres y por tanto el dafio generado (Morozov, Pryatkin y cols. 2003;

Ortega, Ruiz y cols. 2006).

Por tanto los animales tratados con melatonina han realizado un esfuerzo
significativamente mayor, ha habido una disminucién del dafo tedrico por parte de la
melatonina. Estos resultados concuerdan con otros que también han evidenciado efectos
semejantes de la melatonina sobre el estrés oxidativo producido por el ejercicio fisico intenso.
Hay gran variedad de estudios que confirman esta hipdtesis, aunque ninguno que haya
realizado los mismos protocolos o haya utilizado las mismas dosis, aunque en todos los
modelos experimentales conocidos la melatonina mostré capacidad como agente antioxidante

(Reiter, Tan y cols. 2003).

Kumar y cols. compararon los efectos del ejercicio intenso sobre dos grupos (uno con
melatonina y otro con placebo) y evidenciaron una reduccidn de la peroxidacién lipidica, un
aumento de la capacidad antioxidante total, y un mantenimiento de la actividad de la SOD,

GPX (enzima glutation peroxidasa) y CAT estadisticamente significativo en el grupo
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experimental que tomaba melatonina, frente al grupo control (Kumar y Naidu 2002).

En otro estudio reciente en el que se compararon los efectos de una carrera que
combinaba la ultra-resistencia con un esfuerzo mecanico por parte del muisculo muy alto, la
suplementacion con melatonina logré un nivel de peroxidacion lipidica significativamente
menor que en el grupo que recibid placebo. También se evidencié un aumento de la actividad
antioxidante de las enzimas GPx y CAT mediado, seglin los autores, por la accion de la
melatonina. Esta molécula actia tanto como antioxidante como induciendo una mayor
actividad de la citadas enzimas (Ochoa, Diaz-Castro y cols. 2011). También se observd una

menor activacién del factor nuclear kB en el grupo suplementado.

En un estudio sobre ciclistas que participaban en una competicion de 4 dias, Serrano y
cols. analizaron los marcadores tanto de estrés oxidativo como de inflamacién. La peroxidacion
lipidica y algunas citoquinas, como la interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral a
(TNF-a), aumentaron tras el ejercicio. Pero también lo hizo la melatonina generada de manera
enddgena, quizd como mecanismo de proteccidn (Serrano, Venegas y cols. 2010), por lo que la

administracion exdgena complementa la accién de la endégena.

Otro estudio, esta vez en ratas Wistar, demostrd que un ejercicio intenso incrementé las
concentraciones de mieloperoxidasa y de TNF a, IL-1, IL-6. Todos estos marcadores estan
relacionados con un incremento del dafio por radicales libres y son marcadores de inflamacion.
También aparecieron elevadas la iNOS, y la COX2, junto con una mayor activacion del NFkB, lo
que sugiere que el ejercicio muy intenso tiene efectos dafiinos sobre las estructuras
musculares. Sin embargo, en el grupo al que se administré melatonina intraperitoneal estos
efectos aparecen total o parcialmente inhibidos, lo que sugiere que esta indolamina posee
efectos antioxidantes y antiinflamatorios, seguramente porque inhibe la activacion de la via de

transduccién celular NFkB (Veneroso, Tunon y cols. 2009).

Como se comentaba previamente, todos estos estudios confirman la teoria de que la
suplementacion con melatonina provoca un efecto ergogénico. Por dos posible mecanismos
gue no tienen porque ser excluyentes: la mejor utilizacién de los sustratos energéticos, por lo
qgue se retrasaria la aparicién de fatiga, o bien por sus propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes, que preservarian las estructuras celulares del dafo oxidativo, manteniendo asi

su funcion.
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COMENTARIO FINAL

Para finalizar la discusion de nuestros resultados, debemos incidir en un punto
fundamental, se ha visto una paradoja acerca de la influencia del ejercicio fisico en la sangre de
hombres sanos no entrenados. Al mismo tiempo que observamos, tras diferentes protocolos
de ejercicio agudo, mayores niveles de daio oxidativo, se observa un aumento en las defensas

antioxidantes.

Existe un debate abierto sobre los beneficios o perjuicios del ejercicio en relacién al
estrés oxidativo (Ji 2001). Hemos descrito como el ejercicio fisico realizado de manera tanto
maxima como submaxima, reduce la fluidez de las membranas de eritrocitos de dichos sujetos,
lo que unido al aumento de la carbonilacion proteica en el plasma aporta argumentos
razonables para pensar que la sobreproduccidon de radicales libres que genera el ejercicio

provoca cambios en la dinamica de la bicapa lipidica de eritrocitos.

Sin embargo surge la paradoja cuando los mismos protocolos de ejercicio, muestran otra
evidencia de que la realizacion de un ejercicio de manera aislada, independientemente de si es
maximo o submaximo, aumenta la actividad antioxidante total del plasma sanguineo en
humanos sanos. Este aumento puede ser consecuencia de la mejora de las actividades
enzimaticas de CAT, GPx, GR y SOD. Se ha descrito como los diferentes tipos de esfuerzo fisico
aumentaban la actividad de dichas enzimas, lo que sin duda contribuye a la TAS. De este
modo, podemos afirmar que basandonos en nuestras observaciones y en estudios previos
acerca de este tema, en los que se ve como el ejercicio provoca un incremento de las
concentraciones de algunos antioxidantes, que sean las interacciones con los radicales libres
qgue se han producido en exceso las que regulen la expresién de determinadas enzimas y
modulen su actividad (Ferreira, Bacurau y cols. 2010; Serrano, Venegas y cols. 2010). Nos
parece pues razonable, proponer que el ejercicio juegue un papel beneficioso para la salud
debido a su capacidad para incrementar los mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo

mediante, paraddjicamente, la induccidn de dicho estrés oxidativo.

Por otro lado, hay ejercicios muy intensos que producen un dafio que limita la funcidon
celular, haciendo que el rendimiento sea menor y la recuperacién mas lenta (Ochoa, Diaz-
Castro y cols. 2011). Por las propiedades que hemos descrito, la melatonina es un buen

candidato para ser administrado de manera exdgena en situaciones de ejercicio extenuante.
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Primero por sus propiedades protectoras frente al dafio durante y después el ejercicio, lo que
favorecera la recuperacion del sujeto. Y segundo, por su efecto ergogénico, ya que favorece la
movilizacion de lipidos y conservacion de los depdsitos de glucogeno, ademas de mejorar la

eficiencia energética de las mitocondrias (Mazepa, Cuevas y cols. 2000).
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Conclusiones

El ejercicio fisico agudo en voluntarios sanos, aumentd pardmetros sanguineos de

estrés oxidativo a la vez que incrementé los niveles de defensa antioxidante.

El esfuerzo agudo maximo y submaximo, no modificd significativamente Ia

lipoperoxidacion pero si aumenté el dafio oxidativo a proteinas sanguineas.

La mayor producciéon de radicales libres asociada al esfuerzo fisico, provocé diminucion
de la fluidez de membrana eritrocitaria, con diferencias significativas respecto al

control.

El ejercicio agudo aumentd la actividad total antioxidante del plasma vy las actividades
de las enzimas séricas catalasa, superdxido dismutasa, glutation reductasa y

peroxidasa.

La administracion de melatonina a ratas, aumento su rendimiento fisico con mayores

distancias recorridas, velocidad maxima y consumo de oxigeno alcanzados.

La melatonina mostrd un alto valor ergogénico, pudiendo mejorar las defensas frente
al estrés oxidativo asociado al esfuerzo fisico. En humanos, la ingesta de melatonina
podria aumentar el rendimiento deportivo y paliar efectos adversos del ejercicio fisico

extenuante.
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Conclusions

This research reviewed the scientific evidence of oxidative damage and antioxidant
defences in healthy volunteers who did both maximal and submaximal ergometries. It
evaluated the effect of melatonin administration in sport performance and the level of

oxidative stress generated after exhaustive exercise.

It has proved that acute exercise, carried out with maximal or submaximal effort,
increased oxidative damage to plasma proteins, without significant alteration to the

oxidative damage to blood lipids.

The overproduction of free radicals associated to physical effort provokes a reduction

of erythrocyte membrane fluidity, significantly different from control group.

The total plasma antioxidant activity and that of catalase, superoxide dismutase,

glutathione reductase and peroxidase enzymes increased after acute exercise.

Melatonin was shown to have high ergogenic capacity, as it improved physical
performance during acute exercise, when the ergometry values in an animal test, such

as the distance, the maximum speed and oxygen consumption were increased.

Melatonin consumption may protect against adverse effects due to sport induced
oxidative stress, and lead to higher antioxidant defence. This would be beneficial in

sport performance as well as a healthy habit to improve quality of life.
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