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1.- INTRODUCCION

1.1 ESTRES OXIDATIVO: CONCEPTO Y FISIOPATOLOGIA

Podemos definir el estrés oxidativo como el dafio infringido por la
superproduccién de especies oxigenadas reactiva cuando se produce un
desequilibrio entre estas y los mecanismos de defensa antioxidante o los mecanismo
reparadores (Sies, 1993), conduciendo a la lipoperoxidacién, desnaturalizacion
proteica o enzimética o daflo mutagénico de los acidos nuleicos. Segun la
continuidad de la generacién de los radicales libres, el estrés oxidativo se puede
producir de forma aguda o crénica. Entre los primeros podemos citar la
repercusion tras isquemia, la inflamcién aguda y la hiperoxia. Una importante causa
de estrés crénico es la respuesta inflamatoria (Ceruti y Trump, 1991), ya que los
leucocitos activados respresentan una importante fuente de ROS in situ (Weiss,
1989). Estas especies oxigenadas no solo median la muerte de las células blanco,
sino que también inducen a estrés oxidativo en los tejidos adyacente. Esta injuria
resultante de la inflamcién crénica asociada a carcinogénesis se observan en la
colitis ulcerosa (Collins et al., 1987), el mesotelioma inducido por hepatitis crénica

(Arthur et al., 1984)

Tanto la luz ultravioleta como las radicaciones ionizantes de alta energfa

estimulan la mutagénesis por la generacién de especies oxigenadas reactivas in situ.

Existen evidencias que sugieren que las ROS liberadas en la

lipoperoxidacién son responsables de la asociaciéon entre la ingesta de grasas
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saturadas y cancer colorecctal (Salim, 1993). En estos procesos el hierro es un
cofactor importante que aumenta la produccién de ROS en el colon (Babbs, 1990).
El cobre que es un catalizador tan efectivo como el hierro en la reaccién de Feton,
es un mutageno mas potente que éste in vitro (Tkeshelashvili et al., 1991), lo cual se
explica por interacciones directas del cobre con las bases del ADN (Guyton y

Kensler, 1993).

El etanol es otro factor de riesgo para el desarrollo del cancer,
probablemente actuando por la generacion de radicales libres durante su
metabolismo, ya que su efecto carcinogénico esta directamente relacionado con la

lipoperoxidacién (Mufti, 1992)

1.1.1.- Oxidacién de las proteinas

Consecuencia de su compleja estructura y a los grupos funcionales
oxidables de los aminoacidos, las proteinas son un blanco facil para los oxidantes.
Durante la oxidacién proteica se produce una amplia variedad de modificaciones
quimicas de las proteinas. Estas modificaciones debida a la oxidacién directa de un
aminoacido especifico o por escision de la proteina pueden producir un dafio en la
actividad biolégica y cambios en las estructuras secundarias y terciarias de las

proteinas.

El constante flujo de ROS en las célula vivas puede causar dafio a la cadena
acil de las membranas, a los grupos polares de la fosfatidiletanolamina y
fosofatidilserina, al ADN vy las proteinas. La oxidacién de las proteinas pueden
conducir a la formacién de puentes reversibles disulfitos, o a derivados que no son
biolégicamente reducibles como por ejemplo la base de schiff (Esterbauer et al.,

1991). Las proteinas pueden ser atacadas por ROS originadas en la membrana o en
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la fase acuosa tales como el 6xido nitrico, el radical hidroxilo y el peréxido de

hidrégeno.

La modificacién oxidativa de las proteinas tiene lugar mediante dos

mecanismos diferentes.

A.- Formacién de ROS en el sitio especifico via activaciéon redox de metales de
transicién a los cuales no estin fuertemente ligados a la proteina. Este dafio es
catalizado por iones metalicos, dando lugar a la formacién de derivados carbonilos

(Stadtman et al., 1993).

B.- ROS no dependiente de metales producen oxidacién de aminoacidos. En estos
procesos hay dafio directo a los aminoacidos o degradacién oxidativa de las

proteinas por escision del enlace péptido (Stadtman et al., 1993).

1.1.2. Peroxidacion lipidica

Dado que los lipidos son los principales constituyentes de las membranas
celulares, el ataque de un radical libre a un acido graso poliinsaturado, proceso que se
denomina peroxidacion lipidica, es de gran interés. Los lipidos son facilmente oxidados,
y la reaccion se propaga en cadena una vez iniciada (Porter et al, 1995). Asi, al menos
tedricamente, la oxidacién de una molécula lipidica podria llevar a la destruccién de
todas los lipidos del organismo. Hay diferentes antioxidantes naturales y sintéticos
capaces de reducir efectivamente la peroxidacion lipidica, siendo el mas conocido y
eficaz el beta-caroteno (vitamina E), molécula identificada como uno de los principales
antioxidantes de la naturaleza y que elimina rapidamente los radicales peroxilo (Packer,
1994). El radical peroxilo se forma por peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados

(PUFA) en membranas celulares ricas en lipidos.
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1.1.3. Proceso general de peroxidacion lipidica

El proceso implica la eliminacién de un dtomo de hidrégeno de un acido graso
poliinsaturado por parte de un radical libre. Este paso de iniciacién produce un radical
acido graso, que finalmente se convertira en radical peroxilo. El radical peroxilo interacciona
con un acido graso polinsaturado y propaga la peroxidacion lipidica (iniciacion secundaria).
Sino se interrumpe, esta reaccion en cadena puede llevar a un daflo extensivo en los lipidos de

esa membrana.

Pieri y cols (1994), utilizando un modelo in vitro, encontraron que la melatonina
no sélo era mejor neutralizador de radicales peroxilo que el glutation y el dcido asc6rbico
(vitamina C), sino que era dos veces mas eficaz que la vitamina E. Asi, establecieron que
la capacidad de estos compuestos para eliminar radicales peroxilo era: melatonina mayor
que trolox (vitamina E hidrosoluble) mayor que acido ascérbico, mayor que GSH.
Otros estudios, sin embargo, muestran una capacidad de la melatonina como antioxidante
lipidico igual (Scaiano, 1995) o incluso menor (Marshall et al., 1996) que la mostrada por la

vitamina E.

Segtn distintos estudios, el ejercicio fisico puede producir estrés oxidativo y
acelerar la lipoperoxidacién en humanos (Davies et al., 1982; Inayama et al., 1996;
Leeuwenburgh y Ji, 1996). Practicamente todos estos estudios implican ejercicio acrébico
que produce un incremento de especies de oxigeno activas que aplastan las defensas
antioxidantes hasta el punto en que los radicales libres y las reacciones de lipoperoxidacion

se desatan.

La lipoperoxidacion no se produce por la consumicion de altos niveles de oxigeno
sino mas bien por altos niveles de epinefrina circulante. El ejercicio regular tiende a

disminuir los niveles de epinefrina circulante (Geenen et al, 1988). Niveles altos de
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epinefrina pueden contribuir a la lipoperoxidacién y a enfermedades cardiovasculares y

diabetes.

1.1.4.- Dafio Oxidativo: Toxicidad de los radicales libres

Cuando los sistemas fisiologicos (enzimas especificas y neutralizadores biol6gicos)
estan saturados debido a la excesiva produccién de radicales libres (exposicion a
radiacidén ionizante, radiacion UV intensa, ciertas drogas, ...) o debido a una actividad
enzimdtica disminuida (sistemas enzimaticos deficientes en recién nacidos, problemas
asociados al envejecimiento, ...), la neutralizacién de los radicales implica a otros sistemas
celulares tales como membranas, dcidos nucleicos y proteinas. La propagacion de radicales
a constituyentes celulares causa un deterioro considerable de las membranas y del

metabolismo, llevando en ultimo término a la muerte celular.

El dafo oxidativo a moléculas biologicas esta asociado con la interaccién del
oxigeno y el peréxido de hidrégeno con metales de transicion, generalmente hierro, cobre,
o ambos. La generacién de especies reactivas se produce por una reaccion de Fenton
cuando el ion ferroso actia como catalizador (Halliwell y Gutteridge, 1990, 1992).
Incluso en presencia de pequefias cantidades de hierro, se puede producir un gran dafo
oxidativo debido a la potente accidn catalitica de este i6n. La especificidad de sitio que
caracteriza al daflo oxidativo de 4cidos nucleicos y proteinas es una consecuencia de las
propiedades de unir hierro de estas moléculas. Asi, el dafio a aminodacidos especificos en las
proteinas es debido a su proximidad al sitio de unién del hierro o al sitio activo de una

enzima, el cual contiene hierro o cobre.

Algunos de los procesos que se han asociado con la produccion de radicales libres
son: envejecimiento, carcinogénesis, aterosclerosis, diversas patologias cerebrales

(trauma cerebral, isquemia) y procesos neurodegenerativos (demencia senil tipo
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Alzheimer, enfermedad de Parkinson), patologias pulmonares, dafio retinal degenerativo,

dafo renal y dafio muscular (Cheeseman y Slater, 1993).

1.1.5.- Estatus antioxidante

El status antioxidante se define como el balance entre prooxidantes y antioxidantes
(Papas, 19906). Este balance es dinamico y esta ligeramente inclinado a favor de la oxigenacion
(Halliwell et al., 1995). El organismo se ha adaptado a este ligero disbalance con el desarrollo de
mecanismos reparadores como ligasas, nucleasas, polimerasas, proteinasas 6 fosfolipasas.
Ademas un modesto y gradual aumento en la oxidacion induce la produccion de antioxidante

end6genos, surgiendo asi un mecanismo de regulacion tipo feed-back (Frank et al., 1989).

El conocimiento de los factores que afectan al status antioxidante permite el
desarrollo de habitos para la prevencion del estrés oxidativo, y por tanto de la enfermedad.
Estos factores pueden ser agrupados de la siguiente forma: dieta y alcohol, medio ambiente,
injuria y enfermedad, estado fisiopatologico, ejercicio, envejecimiento y otros (Papas,

1996).

1.2.- ANTIOXIDANTES

Podemos definir antioxidante como "cualquier sustancia que cuando se halla en
concentraciones pequefias en relacion con la concentracion del substrato oxidable, evita o

retarda su oxidacion significativamente" (Halliwell y Gutteridge, 1990).

Una primera linea de defensa contra las especies oxigenadas reactivas es prevenir su
formacion (Sies, 1993). Asi, la prevencién de la iniciacién de las reacciones en cadena incluye
ligar iones metalicos, principalmente hierro y cobre. De esta forma las proteinas que ligan
estos, como la ferritina, transferrina y ceruloplasmina son de vital importancia para

controlar las reacciones generadoras de radicales (Sies, 1993). Otra estrategia para aumentar
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la resistencia a la oxidacién dependiente de iones metalicos es modificar sus blancos de accion,

como es el caso de la modificacién de las LDL por el dehidroascorbato (Retsky et al, 1993).

1.2.1.- Defensa frente a los radicales libres

La formacién de radicales de oxigeno potencialmente téxicos es inherente al
funcionamiento de los organismos y constituye la paradoja del oxigeno. Este es el motivo de
que sea necesario controlar la formacién de radicales libres. Los organismos presentan
sistemas de defensa antioxidante (Tabla 2), cuya finalidad es proteger a las moléculas del dafio

producido por los radicales de oxigeno (Halliwell y Gutteridge, 19806).
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Tabla 2.- Mecanismo de defensa antioxidante

Enzimaticos

No Enzimaticos

Superdxido  dismutasa
Catalasa Glutation
peroxidasa  Glutation
reductosa  Glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa

OxidoNitrico Sintasa

Secuestradores de

iones metalicos

Neutralizadores de

radicales libres

Ferritina
trasnferrina
lactoferrina
ceruloplasmina

albimina

Alfa-tocoferol
beta-tocoferol
manitol
acidourico

acido ascorbico

El primero de estos sistemas de proteccién se basa en un sistema enzimatico de

defensa especifico y variado, presente en el sitio de produccién de los radicales, que los

mantiene a bajas concentraciones. Este grupo de enzimas incluye dos formas de la

superdxido dismutasa (SOD), una dependiente de Cobre y Zinc y la otra dependiente de

Magnesio, la catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx), la glutation reductasa (GR) y

la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (GGPD). Estas enzimas previenen el dafio oxidativo
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metabolizando los radicales libres toxicos producidos como consecuencia del metabolismo

respiratorio normal o durante el estrés oxidativo.

1.2.2.- Relaci6n entre Ejercicio Fisico y Antioxidante

Sin embargo, los organismos aerdbicos deben pagar un alto precio por la
enorme ventaja evolutiva que supone el metabolismo aerdbico, que permite
maximizar la energia obtenida por unidad de sustrato as{ como evitar la
acumulacién de lactato, a la postre, uno de los elementos claves en la fatiga
muscular.

Durante el metabolismo oxidativo, la mayor parte del oxigeno se une al
hidrégeno durante la fosforilacién oxidativa, formando agua. Sin embargo, se
estima que un 4-5% del oxigeno consumido durante la respiracién celular no se
reduce completamente hasta formar una molécula de agua sino que generard

radicales libres.

El incremento de las demandas energéticas durante la practica de ejercicio
fisico, especialmente de tipo aerdbico, obliga a incrementar el aporte de oxigeno a
los tejidos activos. Asi mientras el incremento en lineas generales es de 10-15 veces
el del estado de reposo, a nivel muscular, el incremento puede llegar hasta las 100
veces sus valores basales. A su vez, esto se asocia con un aumento de 30 veces su

flujo sanguineo habitual y de 3 veces la diferencia arterio-venosa de oxigeno.

El ejercicio muscular induce a un aumento de la produccion de radicales libres y
otras formas de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Davies et al.,1982; O'Neill et al., 19906;
Reid et al, 1992; Borzone et al, 1994). Ademas, existen evidencias que implican la

citotoxicidad de las ROS como una etiologia esencial en las perturbaciones producidas en el
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musculo por el ejetcicio, las cuales podrian producir fatiga y/o lesién muscular (Jil et al,

1988; Barclay y Hansel, 1991; Reid et al., 1992; Nashawati et al., 1993).

Dado el papel potencial de las ROS en contribuir en la perturbacion del estatus
redox del musculo, no sorprende que los miocitos contengan mecanismos de defensa para
reducir el riesgo de lesion oxidativa. Dos clases principales de mecanismos enddgenos
protectivos (antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos) actdan juntos para disminuir los

efectos daninos de los oxidantes en la célula.

1.2.3.- Superéxido dismutasa (SOD)

Es el pricipal mecanismo de defensa para combatir la toxicidad del

oxigeno. Fue descrita por primera vez por McCord et al. en 1969.

En el musculo esquelético de los humanos y otros mamiferos existen dos
isoenzimas de la superéxido dismutasa, la CuZn superoxido dismutasa se localiza
principalmente en el citosol mientras que la Mn superdxido dismutasa se localiza en
la matriz mitocondrial. Ambas enzimas catalizan la dismutacion del anién

super6xido con similar eficiencia (Ohno et al., 1994).

La distribuciéon de las isoformas de la superéxido dismutasa varfa de unos
tejidos a otros. En el musculo esquelético, del 15 al 35% de la actividad total de la
super6xido dismutasa se encuentra en la mitocondria y del 65 al 85% en el citosol
(Ji et al., 1988). La actividad de la superoxido dismutasa es mas alta en los musculos

con alta capacidad oxidativa (Criswell et al., 1993; Powers et al., 1994).

10
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1.2.4.- Glutation peroxidasa (GPx)

La glutatiéon peroxidasa cataliza la reduciéon del perdxido de hidrégeno o
hidroperoxidos organicos en agua y alcohol respectivamente usando glutantion

reducido como donador de electrones (Halliwell y Gutteridge, 1986).

La glutation peroxidasa es una enzima dependiente de Se y su actividad varfa
segun el tipo de fibra muscular (Ji et al., 1988; Powers et al., 1994). Igual que la superoxido
dismutasa se localiza tanto en el citosol como en la mitocondria. En el musculo
esquelético, aproximadamente el 45% de la actividad se encuentra en el citosol y el 55% en
la mitocondria (Ji et al., 1988). Las células regeneran la GSH mediante la glutatién reductasa

usando NADPH.

En la mayoria de los tejidos el NADPH es producido por la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa via de las pentosas (Mathews y Holde, 1990). Sin embargo, en el musculo
esquelético el NADPH es producido principalmente por la isocitrato deshidrogenasa

(Pfeifer et al,, 1986; Lawler et al., 1993).
1.2.5.- Glutation reductasa (GR)

La glutation reductasa tiene la misma distribucién celular que la glutation
peroxidasa y su actividad es mayor en musculo con alta capacidad oxidativa. Aunque no se

considera como una de las enzimas antioxidante principales, es esencial para el normal

funcionamiento antioxidante de la glutation peroxidasa.

1.2.6.- Catalasa (CAT)

Cataliza la descomposicion del peroxido de hidrégeno. Requiere Fe* como cofactor

el cual debe estar unido en el sitio activo de la enzima (Halliwell y Gutteridge, 1980).

11
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Aunque la funcion de la catalasa viene a coincidir en parte con la glutation peroxidasa se
diferencian por su afinidad por el peroxido de hidrégeno como sustrato. En comparacion
con la catalasa, la glutation peroxidasa a bajas concentraciones tiene mayor afinidad por el
peroxido de hidrogeno. Esto quiere decir que a bajas concentraciones, la glutation peroxidasa
juega un papel mas activo en eliminar el peroxido de hidrégeno en la célula muscular. La
catalasa estd ampliamente distribuida en las células, dindose la mayor concentracion en
peroxisomas y mitocondria (Halliwell y Gutteridge, 1989). Igual que la superoxido
dismutasa y glutation peroxidasa, la actividad de la catalasa es mas alta en musculos con alta

capacidad oxidativa (Powers et al., 1994)

1.2.7.- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD)

La oxidacién directa de la glucosa-6-fosfato por esta enzima fue demostrada
por primera vez en 1936 (Dickens y Glock, 1936), aunque la enzima no fue purificada hasta
20 afios mas tarde (Marks et al, 1961). La glucosa-6-fosfato deshidrigenasa esta
ampliamente distribuida en las células de mamiferos y juega un papel muy importante en los

mecanismos de defensa antioxidante (Reiter et al., 1994).

1.2.8.- Vitamina E

Constituye la mas importante defensa antioxidante de los fluidos extracelulares y
de las membranas biolégicas (Burton e Ingold, 1989; Burton y Traber, 1990). El término
genérico de vitamina E se refiere a ocho isomeros de tocoferol y tocotrienol. Entre ellos, el
alfa-tocoferol es el mejor conocido y posee la mas potente actividad antioxidante (Burton y

Traber, 1990; Janero, 1991).

La vitamina E tiene una alta solubilidad lipidica y la concentracién en los tejidos y
6rganos es relativamente baja, aunque pueda ser aumentada con suplementacion en la dieta.

(Janero, 1991).

12
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Como antioxidante, es particularmente importante por su habilidad de convertir
los radicales superoxios, hidroxilicos, perdxido lipidicos en formas menos reactivas. La
vitamina E puede también romper la reaccién en cadena de la lipoperoxidacion que tiene
lugar durante el dafio de los radiclaes libres en las membranas, actda transfiriendo un atomo
de hidr6geno al radical perodxilo, que es formado durante la reaccion en cadena, pasando ¢l a

poseer un electron desapareado (Burton e Ingold, 1989).

Aunque la vitamina E es un eficiente neutralizador de radicales su interaccion con
un radical produce una reduccion funcional de la vitamina E y la formacion de vitamina E
radical. Se ha demostrado que el estrés oxidativo reduce significativamente los niveles de
vitamina E en los tejidos (Packer et al., 1979; Burton y Traber, 1990; Janero, 1991) Sin
embargo este puede ser reciclado a su estado nativo por otros antioxidantes (Packer et al.,

1979; Burton y Traber, 1990)

1.2.9.- Vitamina C

La vitamina C (icido ascdrbico) es hidrofilica y funciona mejor en medios acuosos
que la vitamina E. Debido a su pKa 4.25, el anién ascorbato es la forma predominate a pH
fisiologico (Yu, 1994a). El ascorbato estd ampliamente distribuido en los tejidos de
mamiferos, pero los contenidos son relativamente altos en las glindulas adrenal y pituitaria

(Yu, 1994a).

Las propiedades de la vitamina C como antioxidante es doble. Primero, puede
neutralizar los ROS (Halliwell y Gutterigde, 1990). Segundo, la vitamina C juega un papel
importante en el reciclado de la vitamina E (Packer et al., 1979). Sin embargo, vitamina C es
consumida y se produce vitamina C radical (Packer et al, 1979). Este radical puede ser
reducido a su estado nativo de vitamina C por la NADH semiascorbil reductasa, o por el

glutation y acido dihidrolipoico (Sevanian et al., 1985).

13
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El aumento celular de vitamina C debe proteger contra el dafio producido por
los radicales (Yu, 1994a). Si embargo, la vitamina C en altas concentraciones y en presencia
de Fe3* o Cu?* actia como un potente prooxidante (Halliwell y Gutteridge, 1986),
estimulando la lipoperoxidacién y la formacién de radical hidroxilo a pattir de perdxido
de hidrogeno (Walling, 1982), por ello una sobre suplementacion ha sido cuestionado por

algunos investigadores (Yu, 1994a).

14



Tesis Doctoral Ignacio Rosety Rodriguez

2.- ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

Desde la antigliedad se conoce, que el estrés psiquico provocaba en los
gladiadores, deportistas y otros sujetos sometidos a ejercicios fisicos, un cierto
fracaso en sus actuaciones.

Recientes estudios indican que el ejercicio de fuerza, consigue reducir el
dafio oxidativo. Este hecho se explicaria al menos en parte, por un aumento de las
defensas antioxidantes de tipo enzimatico (Chang et al. 2004; Ordonez et al. 2006;
Otdonez et al. 2007; Oztasan et al. 2004). Por el contrario, actividades a maxima
intensidad o extenuantes si se han correlacionado con un aumento de la actividad

pro-oxidante (Ogonovszky et al. 2005; Palazzetti et al. 2003).

Mencién especial merecen los casos de sobreentrenamiento en los que

parece mas evidente el papel de éste (Guezennec 2004).

Pero la actuacién del medico del deporte no solo se limitarfa al alto
rendimiento sino que también podria llegar a tener su utilidad practica en el resto de
la poblacién general de las sociedades occidentales con vistas a amortiguar los
efectos del estrés en diversos procesos cardiovasculares (Lundberg 2003). E incluso
en la plasticidad neuronal y morfologia de las dendritas en un contexto de
neurotoxicidad tal y como sugieren los resultados publicados por Zaidi y Banu

(2004).

En situaciones de estrés psiquico mantenido se producen una serie de

adaptaciones fisiologicas que incluyen tanto al sistema nervioso central como al

15
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endocrino. De hecho, se produce una liberaciéon del factor liberador de la
corticotropina (CRF) desde el nucleo paraventricular hipotalimico que a su vez
estimula la produccién de la hormona adenocorticotropa (ACTH) a nivel
hipofisatio anterior que serd quien finalmente aumente la secrecién de

corticosterona en la glandula suprarrenal.

En este mismo sentido hoy se acepta el importante papel que hormonas del
estrés como el cortisol, tendrfan entre sus multiples manifestaciones (Hoffman y
Al'Absi 2004). De hecho, el descenso de la ratio testosterona/cortisol es una
herramienta enormemente valiosa a la hora de establecer el diagndstico del
sindrome de sobreentrenamiento (Urhausen y Kindermann 2002).

Asimismo, Garcfa y Armario (2001) ya avanzaron que la accién de este tipo
de estresantes psiquicos podria objetivarse por la elevacion de los niveles
plasmaticos de la hormona adenocorticotropina (ACTH). E incluso autores como
Hand et al. (2002) proponen como estrategia la determinacién de la CRH (factor

liberador de la corticotropina).

Recientes estudios realizados en pequefios animales de experimentacion
parecen sugerir que el estrés psiquico o emocional se asocia a un desequilibrio entre
las fuerzas pro y antioxidantes del metabolismo redox lo que finalmente podria
desembocar en un claro dafio oxidativo, mayoritariamente en forma de
peroxidacion lipidica y oxidacién proteica (Fontella et al. 2005; Sahin y Gumuslu

2004a; Sahin et al. 2004b; Tandon et al. 2004; Zaidi y Benu, 2004).

Para inducir tal situacién de estrés, existen multiples procedimientos
diseflados para ser aplicados a los animales de laboratorio como la inmovilizacién,
la suspension en el aire, el ayuno, choques electricos, choques térmicos (frio y/o
calor), etc. En este mismo sentido, recientes trabajos sugieren que la inmovilizacién

es menos agresiva para el animal que la inmersién o la suspensioén o la aplicacién de

16
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descargas eléctricas (Retana-Marquez et al. 2003). Asimismo merece ser destacado
que la inmovilizacién en este tipo de animales genera mayores niveles de hormonas
del estrés que la realizacién de una prueba fisica en un tapiz rodante, lo que nos
suguiere que el estrés psiquico es significativamente mayor que el fisico tomando

como referencia los niveles plasmaticos de cortisol.

En cualquier caso, estos protocolos de inmovilizacién estin perfectamente
descritos en la literatura ya que han sido ampliamente utilizados en estudios
conductuales y de comportamiento de animales de experimentacién (Abidin et al.

2004).

Sin embargo, hasta la fecha se le ha prestado escasa atencién al posible
papel del estrés psiquico inducido por inmovilizacién en la valoracién del dafio
oxidativo. Por lo que, de ser favorables los resultados, contribuirfamos en la
estandarizacién y recomendacién de este tipo de procedimientos para aplicarlos en

esta linea de trabajo.

Y es que en los ultimos afios ha ido creciendo el interés por el estrés
oxidativo en el campo de la medicina del deporte por dos razones

fundamentalmente.

Por un lado, por su posible influencia en el rendimiento deportivo de los
atletas. En este sentido, el estrés oxidativo podria ser uno de los factores que
conducen a la fatiga muscular tal y como expresaron en un clasico estudio Barclay y

Hansel (1991).
Por otro, aunque no menos importante, por la repercusién que el deporte

de competicién con sus enormes exigencias fisicas podtia tener en la salud del

deportista a medio-largo plazo (Packer 1997). Y no solo a estos sino también a los
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deportistas recreacionales que puntualmente se someten a ejercicios extenuantes

(Clarkson 1995).

Por consiguiente nos encontramos ante dos temas que en la actualidad
acaparan multitud de originales y revisiones en las bases de datos, especialmente
este ultimo. De hecho se estima que cada seis aflos se duplican los titulos
publicados relativos al estrés oxidativo en la literatura especializada, observandose
que ademas del musculo, el higado cobra cada vez mayor importancia como érgano

diana.

De hecho, el higado es un o6rgano clave en numerosos procesos
metabolicos y detoxificadores lo que conlleva su exposicion a gran cantidad de
especies reactivas de oxigeno (ROS) tanto endégenos, por la cadena respiratoria
(Inoue et al. 2003), como exdégenos, por la enorme vascularizacién que soporta
(Poli 2000). De hecho, éste ha sido objeto de estudio en frecuentes ocasiones a la
hora de valorar el estrés oxidativo tanto en su vertiente pro-oxidante (Venditti et al.

2004) como en la antioxidante (Zaidi et al. 2005).

Y es que el estrés oxidativo es un evento fisiopatolégico comun a diversos
procesos patolégicos que asientan en este 6rgano y que van desde trastornos
metabdlicos hasta los proliferativos, pasando por la isquemia/tepetcusién propia de
los trasplantes hepaticos. Por ello profundizar en su estudio podria ser de enorme
interés con vistas a la identificacién de biomarcadores del dafio oxidativo. Maxime
cuando éstos permitirfan una deteccién precoz del proceso, la monitorizaciéon del
mismo e incluso su respuesta frente a sus correspondientes estrategias terapéuticas.

(Cesaratto et al. 2004).
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Para que el dafio oxidativo celular sea una realidad necesitamos que
aumente la produccién de radicales libres o bien que disminuya la actividad de los

antioxidantes (Nakazawa et al. 1990).

Y es que, aunque el anién superdéxido no es especialmente citotoxico, si
puede dar lugar a radicales de mayor actividad como los radicales hidroxilos (Rosser
y Gores 1995) que atacarfan con mayor avidez a las biomacromoléculas como

lipidos, proteinas e incluso el propio material genético (Betlett et al. 1997).

Los investigadores podemos objetivar indirectamente dicho dafio oxidativo
en un individuo establecido mediante la determinacién de la peroxidacién lipidica,

de la oxidacién de proteinas y del material genético (DNA).

Pero también existe un mecanismo indirecto que dafia a las células
mediante la activacién de factores de transcripciéon que conducen a la sintesis de

citokinas proinflamatorias y moléculas de adhesién (Rosser y Gores 1995).

Las membranas bioldgicas son sitios de enorme trascendencia para nuestra
homeostasis al ser donde asientan enzimas, receptores de hormonas, trasportadores
de iones y metabolitos, etc. El principal componente de las mismas son los
fosfolipidos que contienen los acidos grasos poliinsaturados, conocidos por su
acrénimo inglés PUFA. Estos a su vez presentan grupos metileno (-CH,) que son

altamente vulnerables al ataque de los radicales libres (Stubbs y Smith 1984).

El proceso de peroxidacién lipidica se inicia cuando los radicales libres
atacan al atomo de hidrégeno de un grupo metileno (-CHz) de los acidos grasos
polinsaturados (PUFA) de las membranas celulares. E incluso va mas alla ya que los
radicales peroxilos que se forman seran capaces de propagar el dafio oxidativo al ser

productos altamente inestables.

19



Tesis Doctoral Ignacio Rosety Rodriguez

Todo ello implicaria no solo una alteracién de su funcionalidad sino
también de la permeabilidad de la membrana con la consiguiente pérdida de su
capacidad de barrera y de su fluidez. Asimismo la alteracién de las membranas
celulares afectara a diversas funciones celulates como el metabolismo del acido
araquidénico (leucotrienos y prostaglandinas), metabolismo del calcio, regulacion

de la accién de hormonas liposolubles, entre otras (Selvam 2002).

Habida cuenta que los productos derivados de la peroxidacién van a
depender no solo de la composicién quimica del tejido sino también de la presencia
o ausencia de iones metalicos, no se acepta en la actualidad ningin biomarcador
como estindar o referencia a la hora de estudiar el dafio oxidativo de un

determinado individuo (Halliwell y Chirico,1993).

Una de las técnicas mas empleadas en los dltimos afios es precisamente la
determinacién de subproductos de la peroxidacion lipidica en la que los TBARS
(sustancias reactivas de dcido tiobarbitirico) ha tenido una buena acogida entre los

grupos de investigacion (Janero 1990).

En todo caso, la valoracién del dafio oxidativo a través de la peroxidacion
lipidica necesita ser complementada con el estudio de otras variables también
indirectas como por ejemplo la oxidacién de proteinas. Esta se define como una
modificaciéon covalente de una proteina inducida por especies reactivas de oxigeno
(ROS), que afectan fundamentalmente a ciertos aminodcidos (histidina, arginina,
lisina, y prolina) y que se puede objetivar mediante la determinacién de grupos

carbonilos.

En otro orden de cosas convendria matizar que el objetivo fundamental en

este campo debera entrarse en mantener intacto el equilibrio redox para evitar el
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dafio oxidativo, pero no en acabar por completo con la producciéon de especies
reactivas de oxigeno. Y es que éstas pueden formar parte de procesos celulares
fundamentales para nuestra salud y bienestar. Asi, desempefian un rol esencial en la
fagocitosis y posterior destruccién de microorganismos (Lilius y Marnila 1992).
También son capaces de regular la expresion de genes como c-myc, c-fos 6 b-actin
que a la sazén participaran en el crecimiento, diferenciacién y desarrollo de algunas
lineas celulares (Amstad et al. 1992). E incluso podtian participar en la fisiologia de

la vasoregulacién (Okatani et al. 1998).

Al hacer una revisién de la literatura se desprende que la ingesta de
antioxidantes, fundamentalmente vitaminas (E y C) podrian reducir el dafio
oxidativo. Y mas recientemente que el ejercicio fisico regular a intensidad ligera-
moderada también podtia hacerlo.Y por el contrario, desde principio de los 80 ya
sabemos por pruebas realizadas con resonancia electrénica en homogeneizados
musculares que la actividad fisica extenuante incrementa la produccion de radicales

libres en ratas (Davies et al. 1982).

Durante el metabolismo oxidativo, la mayor parte del oxigeno se une al
hidrégeno durante la fosforilacién oxidativa, formando agua. Sin embargo, se
estima que un 4-5% del oxigeno consumido durante la respiracién celular no se
reduce completamente hasta formar una molécula de agua sino que generard

radicales libres.

Como vemos, los organismos aerébicos deben pagar un alto precio por la
enorme ventaja evolutiva que supone el metabolismo aerdbico, que permite
maximizar la energia obtenida por unidad de sustrato as{ como evitar la
acumulacién de lactato, a la postre, uno de los elementos claves en la fatiga

muscular.
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El incremento de las demandas energéticas durante la practica de ejercicio
fisico, especialmente de tipo maximo o exteuante, obliga a incrementar el aporte de
oxigeno a los tejidos activos (Asha Devi, 2002). Asi mientras el incremento en
lineas generales es de 10-15 veces el del estado de reposo, a nivel muscular, el
incremento puede llegar hasta 100 veces sus valores basales. A su vez, esto se asocia
con un aumento de 30 veces su flujo sanguineo habitual y de 3 veces la diferencia

arterio-venosa de oxigeno.

Al hacer una revision de la literatura especializada, destacando los originales
publicados por Alessio (1993), Packer (1997), Sen (1995) se desprende que este tipo
de ¢jercicio generaria radicales libres por cuatro mecanismos posibles, a saber:

a. incremento de la liberacién de adrenalina y otras catecolaminas
que a su vez produciran especies reactivas de oxigeno

b. produccién de 4acido lictico que podria transformar radicales
relativamente débiles desde un punto de vista del dafio oxidativo, como los
superoxidos, en otros significativamente mas agresivos como los radicales
hidroxilos

c. por la respuesta inflamatoria secundarfa al dafio muscular
ocasionado por el sobre uso

d. por la reperfusioén de los 6rganos nobles tras un ejercicio intenso

en el que la sangre estaba mayoritariamente a nivel periférico, esto es, a

nivel muscular. Y es que la produccién de especies reactivas de oxigeno se

incrementa dramaticamente durante la reperfusion porque los electrones
liberados de la cadena respiratoria pueden ser donados directamente al

oxigeno recién llegado.
En todo esto también parece influir decisivamente la enzima xantina

oxidasa que debe transformar la hipoxantina en xantina y acido urico dando lugar a

la liberacion de Oz. Y esto ocurre en situaciones de actividad fisica maxima o
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extenuante donde la actividad de la xantina oxidasa plasmatica se incrementé 10

veces (Radak et al. 1995; Rasanen et al. 1996).

Por todo ello convendria matizar que mientras actividades maximas o
extenuantes si se han correlacionado con un aumento de la actividad pro-oxidante
(Ogonovszky et al. 2005; Palazzetti et al. 2003), los programas de resistencia que
comprenden actividades de intensidad ligera-moderada pero mayor duracién juegan
un papel beneficioso en el metabolismo redox (Chang et al. 2004; Oztasan et al.

2004).

Partiendo con la premisa de que el dafio oxidativo durante el ejercicio
intenso es un hecho real, el estudio del efecto de la suplementacién dietética con
antioxidantes, ya sea de manera individual o combinada formando céctel, tanto para
aumentar el rendimiento deportivo como para prevenir el dafio oxidativo ha
recibido gran interés (Goldfarb 1993). Y si bien el primero de los supuestos
planteados resulta mas contradictorio, con respecto al segundo, los resultados

publicados parecen optimistas.

Con todo, la industria farmacéutica ha realizado grandes esfuerzos para
intentar venderlos con esta doble pretensién tedrica a todos los que practican
deporte. Asi no es de extrafiar que diversas encuestas hayan puesto de manifiesto
que la mayoria de los atletas de élite consumen suplementos vitaminicos que
contienen cantidades 50-100 veces mayores que las recomendadas por las
autoridades sanitarias norteamericanas (Williams 1989). Sin embargo no existe
acuerdo unanime sobre su utilizacién en aquellos individuos que siguen dietas
equilibradas y mucho menos consenso a la hora de recomendar megadosis
(Williams 1989).

Asimismo, el uso continuado de megadosis de antioxidantes puede llegar a

ser perjudicial en individuos que realizan actividad fisica regular (Cao y Cutler
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1993). De hecho, Hennekens et al. (1994) en un editorial publicado en The New
England Journal of Medicine mostrd su escepticismo acerca de las ventajas que
para la salud tendria el abuso de antioxidantes. Para ello tom6 como referencia un
clasico estudio finlandés publicado por Heinonen et al. (1994) en el que se
demostré una incidencia mayor de cancer de pulmén entre los fumadores que

tomaban suplementos de B-carotenos que los que tomaron placebo.

La vitamina E es una sustancia de reconocida capacidad antioxidante. Al
ser de naturaleza lipofilica se encuentra muy cémoda entre las membranas celulares
y de las organelas, lo que justifica su idoneidad para neutralizar los radicales libres
responsables de la peroxidacién lipidica. De ahi su frecuente uso como suplemento
en la literatura especializada como en la practica. De los cuatro isémeros de
tocoferol (a, B, 9, y), el a-tocoferol es el de mayor poder antioxidante por sus tres

metilos de su anillo fendlico (Kamal-Eldin y Appelqvist, 1996).

En todo caso, al ser de naturaleza lipofilica se encuentra muy cémoda
entre las membranas celulares y de las organelas. Lo que facilitard su tarea de
neutralizar los radicales derivados de la peroxidacion lipidica de los PUFA como los
radicales alquilo (L"), peroxilos (LOO") y alquioxilos (LO-). Esta reaccién, en la que
el tocoferol cede un hidrogenion al radical lipidico dara como resultado la

formacién de un radical tocoferoxilo (Buettner 1993).

Asi, en ratas, la suplementacién con vitamina E protege al higado de la
oxidacién proteica inducida por ejercicio intenso. En este mismo sentido, la
deficiencia de vitamina E se acompafia de un mayor dafio peroxidativo no solo a
nivel hepatico sino también muscular (Goldfarb y Sen, 1994a). Asi mismo, Zaidi y
Banu (2004) refirieron que el suplemento con esta vitamina E (a razén de 15
mg/kg de peso) ofrecia mejores resultados en la peroxidacién lipidica que un céctel

que combina vitaminas A y C en ratas sometidas a estrés emocional. E incluso
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autores como Flader et al. (2003) van mas alld y publican que megadosis de
vitamina E de 3 y 10 g/kg de peso lejos de tener un efecto pro-oxidante,

incremento la capacidad antioxidativa del higado.

La vitamina C (acido ascérbico) es otro de los elementos que presentan
propiedades antioxoidantes y como tal ha sido propuesta en numerosos trabajos
(Smirnoff 2000). Como la anterior, no puede ser sintetizada por los mamiferos y
necesita ser ingerida en nuestra dieta (vegetales), si bien esta es hidrosoluble y se
localiza en el citosol y en fluidos extracelulares. Por lo tanto sera en fase acuosa
donde ceda con gran facilidad sus electrones en un amplio rango de reacciones
enzimaticas y no enzimaticas. Sin embargo, los efectos de la suplementacién con
vitamina C son mds dificiles de predecir ya que ésta podria actuar tanto como
antioxidante como prooxidante, al reducir el i6n ferrico a ferroso, formandose un
radical ascorbilo (mono- o di-deshidroascorbato) que podria finalmente
descomponerse y dar lugar a la producciéon de radicales hidroperéxidos (OH-).
Como muestra de ello, a dosis de 4 g/kg diarios prevalecieron los efectos

prooxidantes en cobayas (Packer et al. 1980).
A la vista de todo lo anteriormente expuesto nos parecié de enorme interés

centrar nuestra investigaciéon en esta linea de trabajo, diseflando un proyecto de

tesis basado en la hipéteisis y objetivos que se relacionan a continuacion.
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3.- HIPOTESIS PLANTEADA

Se sabe que hoy en dia existen numerosos factores desencadenantes de la
formacién de radicales libres y su consecuente dafio celular. Estos factores pueden
ser intrinsecos, como el metabolismo celular y, extrinsecos como agentes toxicos,

irradiacion, estrés emocional, ejercicio fisico excesivo, entre otros.

Conociendo que hay autores que han asociado la formacién de radicales
libres con estrés psiquico y fundamentindonos en un programa de entrenamiento
de fuerza asociado a una suplementacién con antioxidantes nos llevarfa a la
disminucién de los efectos provocados por la formacién de radicales libres,
pensamos que esta combinacién podria dar lugar a beneficios significativos en la
reduccién del dafio oxidativo que aparece como consecuencia del estrés psiquico

asociado a procesos tanto fisiolégicos como patologicos.

Por todo ello proponemos como hipédtesis de trabajo, que la aplicacién de
un protocolo de intervencién mixto basado en la realizacién de un programa de
entrenamiento de fuerza y la ingesta oral de antioxidantes podria ser la mejor
estrategia a la hora de reducir significativamente el dafio oxidativo en ratas

emocionalmente estresadas.
Para profundizar en este tema y contribuir a un mayor conocimiento del

mismo, diseflamos este estudio experimental que tras obtener la suficiencia

investagadora culmina hoy con la presentacion de esta tesis.
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4- OBJETIVOS

Para el elevar a la categorfa de Tesis Doctoral la hipétesis planteada en el

apartado anterior planteamos los siguientes objetivos:

1. Valorar y analizar el comportamiento del Estatus Total Antioxidante plasmatico

en ratas emocionalmente estresadas sometidas a diversos tratamientos antioxidantes

2. Valorar y analizar el comportamiento de los niveles plasmaticos de
malondialdehido como producto derivado de la lipoperoxidaciéon, en ratas

emocionalmente estresadas sometidas a diversos tratamientos antioxidantes
3. Valorar y analizar el comportamiento de los niveles plasmaticos de grupos

carbonilos como producto derivado de la oxidacién de proteinas, en ratas

emocionalmente estresadas sometidas a diversos tratamientos antioxidantes
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5.- JUSTIFICACION Y UTILIDAD PRACTICA

El dafio oxidativo es un asunto que ocupa y preocupa a buena parte de la
comunidad cientifica nacional e internacional. Prueba de ello es que al hacer una
revision actualizada en una base de datos como Medline con la palabra clave
“Oxidative Stress” extraida del MeSH aparecen un total de 67738 entradas de las

que 11981 se corresponden con articulos de revision.

Y es que recientes estudios han concluido que el dafio oxidativo se asocia
desde un punto de vista fisiopatolégico a un envejecimiento precoz ademds de a
numerosas  patologias como  cardiopatia  isquémica, inmunodeficiencia,

neurodegeneracion, determinados tipos de cancer, etc. (Valko et al. 2007).
Por todo ello el interés por identificar estrategias antioxidantes esta
creciendo de manera exponencial a la vez que lo hacen los articulos existentes en la

literatura especializada.

En lo que respecta al ejercicio fisico, parece que el realizado a intensidades

maximas incrementa el dafio oxidativo. Esto deberia preocupar no solo a los
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deportistas profesionales que deben hacer frente a unas maximas exigencias tanto
fisicas (duracién de los programas de entrenamiento, intensidad de trabajo maxima,
etc.) como mentales (estrés emocional, etc.). También a los deportistas ocasionales
que intentan compensar la falta de entrenamiento a lo largo de la semana con
unicas sesiones de trabajo a una intensidad maxima o extenuante (Tauler et al.

2005).

A dia de hoy son numerosas las sustancias antioxidantes conocidas y que se
administran en forma de suplementos por via oral (Atalay et al. 2006; Thomas et al.
2007). Afortunadamente el propio ejercicio fisico de tipo aerébico realizado a
intensidad ligera-moderada podria incluso mejorar el equilibrio redox (Ordofiez et

al. 2007).

Precisamente nuestro trabajo de tesis se centra en el entrenamiento de

fuerza por ser éste el que menos atencién ha recibido en la literatura especializada.
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6.- MATERIAL Y METODOS

0.1.- MATERIAL

6.1.1.- Animales

Para la realizacién de los distintos ensayos se necesitaron 125 ratas machos

de tipo Wistars de un mes de vida y un peso homogéneo entre 125-135 gramos.

6.1.2.- Antioxidantes

El cocktail de antioxidantes estaba compuesto por vitamina C (15 mg/Kg
de peso) y Vitamina E (succinato 4cido de alfa-tocoferol) (1,2 mg/Kg de peso)
disuelto en una solucién hidroalcohélica al 3% a causa del caricter hidréfobo de la
vitamina E. Ambos productos pertenecian a la marca Sigma Co (St. Louis Mo.

USA)
6.1.3.- Tubos PVC

Para la produccién de estrés emocional en los animales, se recurri6 al
método de la inmovilizacién, utilizando para ello tubos de PVC con dimensiones de

250 x 70 mm, estando uno de los extremos cerrados y el otro provisto de una

tapadera para permitir ajustar al animal.
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6.1.4.- Material Informatico: hardware y software

6.1.4.1.- Hardware

Para la el desarrollo de esta tesis doctoral se utilizé un ordenador personal
Macintosh G5 y un ordenador PC portatil Sony modelo PGC-8Q8M. Una
impresora HP Laser 1600, un scanner Epson 2400 photo, una maquina fotografica

Sony , 7.0 megapixels.

6.1.4.2.- Software

Windows XP, MacOS X, Microsoft Office (Word, Power Point, Excell),
SPSS 11.0

6.1.5.- Laboratorios

Laboratorio de la Escuela de Medicina de la Educacion Fisica y el Deporte
de la Universidad de Cadiz.

Laboratorio del Departamento de Anatomia y Embriologia de la
Universidad de Cadiz.

Laboratorio del Ejercicio Fisico de la UFSCAR (Universidad Federal de
Sao Carlos, Brasil).

Laboratorio de Medicina del Deporte de la Universidad de la Sapienza de
Roma.

Servicios Centrales de la Universidad de Cadiz.

Servicios Centrales de la UFSCAR.
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6.2.- METODO

6.2.1.- Modelo experimental

Los animales (rata Wistar) se seleccionaron desde su nacimiento,
manteniéndose en un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas y en las mismas
condiciones de nutriciéon y temperatura durante el tiempo que duré el experimento.
Se distribuy6 al azar en 5 lotes compuestos de 25 especimenes cada uno, segin la

siguiente tabla:

LOTE N° 1 RATAS CONTROL

LOTE N°2 | 25 RATAS SOMETIDAS
ESTRES PSIQUICO

LOTE N°3 | 25 RATAS SOMETIDAS
ESTRES Y EJERCICIO DE FUERZA

LOTE N°4 | 25 RATAS SOMETIDAS
ESTRES Y ANTIOXIDANTES

LOTE N°5 | 25 RATAS SOMETIDAS
ESTRES, EJERCICIO DE  FUERZA,
ADMINSTRACION ANTIOXIDANTES

6.2.1.1.- Programa de Entrenamiento de Fuerza

El programa de entrenamiento de fuerza que aplicamos en nuestro estudio
fue una modificacién del diseflado por Tamaki et al. (1992) habida cuenta de su alta

reproducibilidad en la comunidad cientifica nacional e internacional.
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De manera resumida este protocolo se basa en el movimiento reflejo de las
patas traseras tras la estimulacién de la cola, lo que puede ser aprovechado para
desplazar una carga de trabajo. Para evitar el trabajo excéntrico del cuadriceps del
animal se prestd especial atencién para que éste no se levantara del suelo. Y es que
es precisamente durante la caida cuando se produce el trabajo excéntrico que
predispone a lesiones musculares y podria enmascarar los resultados de nuestro

trabajo (Coffey et al. 2007).

En concreto diseflamos un programa de 8 semanas, con 5 sesiones semana.
Cada una de estas sesiones constaba de 4 series de 12 repeticiones con intervalo de
120 segundos entre unas y otras. Las cargas de trabajo fueron progresivas oscilando
del 60 al 75% de su Repeticion Maxima (RM) con un incremento de 5% cada 2

semanas de entrenamiento.

Merece ser destacado que 1 RM se define como la mdxima carga
desplazada por cada uno de los animales después de su estimulacién (Barauna et a.
2005). Para las mediciones utilizamos el sistema Smith que entre otras novedades

incluye un traje de nylon sujeto por tiras de velcro a una plataforma de madera.

Finalmente, los valores obtenidos relativos a la mejora de la fuerza

muscular de las ratas del grupo experimental fueron similares a los publicados con

anterioridad por autores como Barauna et al. (2007) y Yaspelkis et al. (2002).
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6.2.1.2.- Administracién Antioxidantes

Para la administracién del suplemento de antioxidantes (Vitamina C vy
Vitamina E) se les inyecto via subcutinea el cocktail a los lotes nimero 4 y 5 a las

dosis dispuestas anteriormente, durante 8 semanas, 5 dfas a la semana.

6.2.1.3.- Provocacién de estrés psiquico

Como agente estresante psiquico se recurrié a la inmovilizacién siguiendo

el protocolo descrito recientemente para ratas Wistar por Trneckova et al. (2004).

Las ratas se inmovilizaron introduciéndolas en los tubos cilindricos de
PVC descritos en el apartado de material, ajustando el animal con un tap6n de
plastico de tal manera que no pudiera moverse. Asimismo cabe destacar que el
tapon presentaba un pequefio orificio de 1 cm. de didmetro para que el animal
pudiera respirar. Las sesiones fueron de 1 hora al dfa durante 5 dias a la semana
durante 8 semanas en la misma franja horaria de 10:00 a 12:00 horas (Ely et al,,

1997).
6.2.2.- Recogida de muestras

Durante toda la experiencia se respetaron escrupulosamente los principios
recogidos en la Guia para Investigacién con Animales de Experimentacién del

Colegio Americano de Medicina del Deporte (Policy of the American College of

Sport Medicine on Research with Experimental Animals).

34



Tesis Doctoral Ignacio Rosety Rodriguez

Todos los animales fueron sacrificados 24 horas después de la dltima
sesién prevista en nuestra experiencia utilizando un anestésico tipo Pentobarbital
Sédico (6mg/100 g peso) mediante inyeccién intraperitoneal para evitar un mayor

estrés que pudiera sesgar nuestros resultados.

El sactificio se produjo por decapitacién y las muestras de sangre recogidas
por drenaje espontaneo de la yugular. Las muestras se coleccionaron en tubos
estériles de plastico desechable con una solucién anticoagulante de EDTA 'y se
centrifugaron a 3000 rpm durante 30 minutos. El suero fue extraido por aspiracién

con pipetas Pasteur y congelado a -80°C hasta su postetior utilizacion.

6.2.3.- Analisis de las muestras

6.2.3.1.- Hormona Adenocortticotropa (ACTH)

La concentracién plasmatica de ACTH se determiné mediante
radioinmunoensayo con 125 I facilitado por la casa CIS Bio International Ltd.. Se
expresé como pg/ml de plasma. Para evitar la posible influencia del ritmo
circadiano en los pulsos de secrecién de esta hormona, todas las determinaciones se
hicieron entre las 10:00 y las 11:00 horas cuando los niveles de ACTH estan

relativamente bajos.

6.2.3.2.- Estatus antioxidante total (TAS)

El analisis del TAS se realiz6 mediante autoanalizador RA 500 de

Technicom usando un kit de laboratorios Randox (Crumlin, United Kingdom).
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Entre los reactivos usado figura el cromégeno, que se reconstituye con 10 ml de
tampén fosfato salino a concentracién de 5Mm con pH 7,4. Este crombgeno
presenta una peroxidasa, la metamioglobina a concentracién 6,1 um/L y el 2,2-
azino-di-(3-etilbenzotiazolin sulfonato) a 610 umol./L. . Como substrato se utilizo

el peréxido de hidrégeno a una concentracién de 250 umol./L.

La absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 600 nm en cubetas de

espectrofotémetro de 1 cm. de espesor.

Los reactivos se mantuvieron en un baflo a temperatura de 37°C. Los

resultados se expresaron en mmol./1. (Benot et al., 1998).

Nuestra decision de elegir TAS (Total Antioxidant Status) frente al TRAP
(Total Reactive Antioxidant Potential) se debi6 no solo a la mayor facilidad técnica
del primero sino también a las criticas de imprecisién que han recaido sobre TRAP
por la dificultad del electrodo de oxigeno de mantener su estabilidad durante el

tiempo que requiere para realizar sus determinaciones (Rice-Evans y Millar 1994;

Serafini y del Rio, 2004).

6.2.3.3.- Peroxidacién lipidica (TBARS)

La peroxidacién lipidica se valoré en niveles plasmaticos por el método
propuesto por Draper y Hadley (1990). De manera resumida, las muestras (200 ul)
se mezclaron con dcido tricloroacético al 10% (400 ul) vy centrifugandose
posteriormente durante 10 minutos (4000 x g). El sobrenadante se mezclé con un

volumen igual de acido tiobarbitirico 0.67% calentindose en un bafio de agua
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durante 15 minutos. Para la determinacién de los TBARS se valord su absotbancia
a una longitud de onda de 535 nm. En cualquier caso, los TBARS se expresaron

como umol/l de plasma

6.2.3.4.- Oxidacién proteica (Grupos Carbonilos)

Para estudiar la oxidacién proteica se realizé el test de los grupos
carbonilos sobre niveles plasmaticos siguiendo la metodologia propuesta por
Levine et al (1990). Para el tratamiento de las muestras se usaran 10 mM de 2,4-
dinitrofenilhidrazina disueltos en una solucién de 2.5 mM de dcido clorhidrico

mientras los controles se trataron solo con los 2.5 mM de clorhidrico.

La determinacién de los grupos carbonilos se realizé con una longitud de
onda de 366 nm con un coeficiente de absorcién de 22,000 M4 cm,. La
concentracién de proteinas de las muestras control se desarrollé midiendo la
absorbancia a 280 nm usando una curva de calibracién estindar de albumina bovina
sérica (BSA) en 6 M clorhidrato de guanidina y 20 mM fosfato potasico como
tampén (pH 2.3). Todo ello nos permitié expresar los resultados en umol/l de

plasma

6.2.3.- Tratamiento estadistico de los resultados

Para el tratamiento estadistico de los resultados se utiliz6 el software SPSS

Version 16.0.

Los resultados se expresaron como media * sd y su intervalo de confianza

al 95%.
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Para estudiar el caricter de la distribucion, se realizé el test de normalidad

de Kolmogorov-Smirnov.

La comparacién entre medias se llevé a cabo mediante el test de la t de
Student para datos apareados. Asimismo se recurrié al analisis de la varianza
(ANOVA) a la hora de esdtablecer cual fue la mejor estrategia para combatir el

dafio oxidativo. Como nivel de significacién estadistica se utilizara p<0.05.
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7.- RESULTADOS

7.1.- HORMONA ADENOCORTICOTROPA (ACTH)

Tal y como se recoge en la literatura especializada para determinar el nivel
de estrés se recurrié a la determinacién de los niveles plasmaticos de la hormona
adenocorticotropa (ACTH). Como prevefamos, su nivel aument6 hasta los 1592.3 =
68.1 pg/ml en los animales sometidos a estrés emocional por inmovilizacién siendo
este incremento significativo cuando se compara con sus valores basales previos a
la inmovilizacién (Tablas 1 y 2). Por otro lado, los niveles de ACTH plasmaticos de
los animales del grupo control permanecieron sin cambios hasta el final de nuestra

experiencia (Tabla 3).

Tabla 1. Niveles plasmaticos de la hormona adenocorticotropa (ACTH) en el grupo
experimental antes y después de ser sometidas a estrés emocional por
inmovilizacién (n=25).

Media SD I.C. al 95%
Pre-estrés 247.8 + 9.6 [221.8 — 273.9]
Post-estrés 1592.3 + 68.1 [ 1488.7 — 1657.6]

NOTA: Concentracién plasmaitica de ACTH expresada en pg/ml. Resultados
expresados como media, desviacién estandar (SD) e intervalo de confianza al 95%

(IC 95%).
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Tabla 2. Comparacién de medias de las concentraciones plasmaticas de la hormona
adenocorticotropa (ACTH) en ratas del grupo experimental antes y después de ser
sometidas a estrés emocional (n=25).

Pre-estrés Post-estrés Valor estadistico p

ACTH (pg/ml) 247.8 + 9.6 | 1592.3 + 68.1 0.0011*

NOTA: Concentracién plasmaitica de ACTH expresada en pg/ml Resultados
expresados como media = desviacién estandar (SD). * Los cambios observados son
significativos para un valor del estadistico p <0.05.

Tabla 3. Estudio comparativo de la media de las concentraciones plasmaticas de la
hormona adenocorticotropa (ACTH) en ratas del grupo control al inicio y al final
de nuestra experiencia de 8 semanas (n=25).

Inicio Final Valor estadistico p

ACTH (pg/ml) 249.5+ 89 | 250.39.3 0.056

NOTA: Concentracién plasmaitica de ACTH expresada en pg/ml Resultados
expresados como media * desviacién estandar (SD).

7.2.- ESTATUS ANTIOXIDANTE TOTAL (TAS) PLASMATICO

Considerado el mejor parametro para la evaluacion en general del nivel de
defensas antioxidantes, el TAS en el grupo sometido a estrés psiquico por
inmovilizacién mostré una descenso significativo del contenido total de
antioxidantes plasmdticos (0.55+0.03 mmol/l) cuando se compara con los valotes
presentados por los especimenes de ratas del grupo control (0.91+0.02 mmol/l)

ablas 4 v 5). El resto de valores presentado por los distintos lotes se recoge en
y p p g

Tablas 6, 7y 8.

Al finalizar la experiencia, sus niveles plasmaticos aumentaron de manera
significativa tanto en los especimenes de los lotes 3 (ejercicio de fuerza), 4
(suplemento vitaminico) y 5 (combinacién ejercicio y suplementos vitaminicos)

cuando se compara con los valores mostrados por los especimenes estresados
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(Tablas 19, 20 y 21) Asimismo parece existir una clara y significativa diferencia a

favor del lote 5 como mejor estrategia para aumentar esta variable.

Tabla 4. Estatus total antioxidante plasmatico en el grupo de ratas control (n=25).

Media SD I.C. al 95%

TAS 0.93 + 0.04 [0.89 — 0.95]

NOTA: Estatus total antioxidante (T'AS) plasmatico expresado en mmol/1.

Tabla 5. Estatus total antioxidante plasmatico de ratas sometidas a estrés psiquico
. g . p p q
por inmovilizacién (n=25).

Media SD I.C. al 95%

TAS 0.57 + 0.06 [0.51— 0.63]

NOTA: Estatus total antioxidante (T'AS) plasmatico expresado en mmol/1.

Tabla 6. Estatus total antioxidante plasmatico de ratas sometidas a estrés psiquico
por inmovilizacién a la vez que a un programa de entrenamiento 5 dfas a la semana
durante 8 semanas (n=25).

Media SD I.C. al 95%

TAS 0.72 + 0.03 [0.69 — 0.76]

NOTA: Estatus total antioxidante plasmatico (T'AS) expresado en mmol/L.

Tabla 7. Estatus total antioxidante plasmatico de ratas sometidas a estrés psiquico
por inmovilizacién a la vez que se les suministra un suplemento vitaminico
(vitaminas C y E) (n=25).

Media SD I.C. al 95%

TAS 0.77 + 0.04 [0.72 = 0.79]

NOTA: Estatus total antioxidante (T'AS) plasmatico expresado en mmol/1.
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Tabla 8. Estatus total antioxidante de ratas sometidas a estrés psiquico por
inmovilizacién a la vez que a un programa de entrenamiento 5 dias a la semana

durante 8 semanas combinado con suplemento vitaminico a base de vitaminas C y
E (n=25).

Media SD I.C. al 95%

TAS 0.88 + 0.03 [0.85 —0.92]
NOTA: Estatus total antioxidante (T'AS) plasmatico expresado en mmol/L.

7.3.- OXIDACION LIPIDICA: SUSTANCIAS REACTIVAS AL ACIDO
TIOBARBITURICO (TBARS)

El estrés emocional inducido por inmovilizacién aumento de manera
significativa los niveles plasmaticos de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico
(TBARS) de las ratas estresadas cuando se compara con el grupo control (Tablas 11

y 12). El resto de valores presentados por los distintos lotes se recoge en las Tablas

13, 14 y 15.

Tanto el ejercié fisico (lote 3) como la suplementacién con antioxidantes
(lote 4) como la combinacién de ambos (lote 5) redujeron significativamente los
niveles de los grupos carbonilos. En este sentido, el mejor comportamiento lo
mostré la combinacién de programa de entrenamiento de fuerza y cocktel de

vitaminas (lote 5) (Tablas 19, 20 y 21)

Tabla 9. Niveles plasmaticos de TBARS en el grupo de ratas control (n=25).

Media SD I.C. al 95%

TBARS 7.2 + 0.8 [6.6—7.5]
(umol/1)
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Tabla 10. Niveles plasmaticos de TBARS en el grupo de ratas sometidas a estrés
emocional (n=25).

Media SD I.C. al 95%

TBARS 15.3 + 1.4 [14.2 - 16.8]
(wmol/1)

Tabla 11. Niveles plasmaticos de TBARS en el grupo de ratas sometidas a estrés
emocional por inmovilizacién a la vez que a un programa de entrenamiento 5 dfas a
la semana durante 8 semanas (n=25).

Media SD I.C. al 95%

TBARS (umol/1) 8.5 +=1.1 [7.7 - 8.9]

Tabla 12. Niveles plasmaticos de TBARS en el grupo de ratas sometidas a estrés
emocional por inmovilizacién a la vez que se les suministra un suplemento
vitaminico (vitaminas C y E) (n=25).

Media SD I.C. al 95%

TBARS (umol/1) 8.4 +0.9 [7.9 - 8.8]

Tabla 13. Niveles plasmaticos de TBARS en el grupo de ratas sometidas a estrés
emocional (n=25).por inmovilizacién a la vez que a un programa de entrenamiento
5 dias a la semana durante 8 semanas combinado con suplemento vitaminico a base
de vitaminas C y E (n=25).

Media SD I.C. al 95%

TBARS (umol/1) 7.4 + 0.7 [7.1-17.5]
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7.4.- OXIDACION PROTEICA (GRUPOS CARBONILOS)

El contenido de grupos carbonilos en niveles plasmaticos de los
especimenes sometidos a estrés psiquico (lote 2) por inmovilizacién se incrementd
significativamente respecto a su valor inicial (Tablas 14 y 15). El resto de valores

presentados por los distintos lotes se recoge en las tablas 16, 17 y 18.

Tanto el ejerci6 fisico (lote 3) como la suplementacién con antioxidantes
(lote 4) como la combinacién de ambos (lote 5) redujeron significativamente los
niveles de los grupos carbonilos. En este sentido, el mejor comportamiento lo
mostré la combinacién de programa de entrenamiento de fuerza y cécktel

vitaminico (lote 5) (Tablas 19, 20, 21).

Tabla 14. Niveles plasmadticos de grupos carbonilos en el grupo de ratas control
(n=25).

Media SD I.C. al 95%

CARBONILOS (umol/1I) 3.77 + 0.9 [3.04 — 4.11]

Tabla 15. Niveles plasmaticos de grupos carbonilos de ratas sometidas a estrés
psiquico por inmovilizacién (n=25).

Media SD I.C. al 95%

CARBONILOS (umol/1) 6.12 +14 [5.26 — 7.09]

Tabla 16. Niveles plasmaticos de grupos carbonilos de ratas sometidas a estrés
emocional por inmovilizacién a la vez que a un programa de entrenamiento 5 dias a
la semana durante 8 semanas (n=25).

Media SD I.C. al 95%

CARBONILOS (umol/1) 4.34 + 0.88 [3.92 — 4.86]
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Tabla 17. Niveles plasmaticos de grupos carbonilos de ratas sometidas a estrés
emocional por inmovilizacién a la vez que se les suministra un suplemento
vitaminico (vitaminas C y E) (n=25).

Media SD I.C. al 95%

CARBONILOS (umol/1) 4.46 + 0.97 [3.99 —4.86]

Tabla 18. Niveles plasmaticos de grupos carbonilos de ratas sometidas a estrés
psiquico por inmovilizacién a la vez que a un programa de entrenamiento 5 dias a la
semana durante 8 semanas combinado con suplemento vitaminico a base de
vitaminas C y E (n=25).

Media SD I.C. al 95%

CARBONILOS (umol/1) 3.92 + 0.7 [3.78 — 4.14]

7.5-  ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS DISTINTOS LOTES
ENSAYADOS.

Tabla 19. Estudio comparativo de los valores medios del estatus antioxidante total
plasmatico y de marcadores de peroxidacién lipidica y oxidaciéon proteica de ratas
control (lote A; n=25) y ratas sometidas a estrés psiquico (lote B; n=25)

Lote A Lote B Valor dep
TAS 0.93 = 0.04 0.57 = 0.06 0.021*
TBARS 7.2%0.8 16.3+ 14 0.016*
CARBONILOS 3.77 £ 0.9 6.12x 14 0.032*

NOTA: TAS: Estatus total antioxidante plasmatico expresado en mmol/l. TBARS:
Sustancias reactivas al 4cido tiobarbitdrico expresado en umol/l de plasma.
CARBONILOS: contenido en grupos carbonilos expresado en wmol/l de plasma.
p: valor estadistico p. Los resultados se expresan como media = SD. * Los cambios
observados son significativos para un valor del estadistico p <0.05.
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Tabla 20. Estudio comparativo de los valores medios del estatus antioxidante total
plasmatico y de marcadores de peroxidacién lipidica y oxidaciéon proteica de ratas
sometidas a estrés psiquico (lote B; n=25) y ratas sometidas a estrés psiquico que a
la vez desarrollaron un programa de entrenamiento de fuerza 8 semanas (lote C;
n=25)

Lote B Lote C Valor de p
TAS 0.55 = 0.02 0.72 = 0.03 0.025%
TBARS 164.6 = 7.3 85x1.1 0.012%*
CARBONILOS 4.16 = 0.12 4.34 = 0.88 0.033%

NOTA: TAS: Estatus total antioxidante plasmatico expresado en mmol/l. TBARS:
Sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico expresado en umol/l de plasma.
CARBONILOS: contenido en grupos carbonilos expresado en wmol/l de plasma.
Los resultados se expresan como media = SD. * Los cambios observados son
significativos para un valor del estadistico p <0.05.

Tabla 21. Estudio comparativo de los valores medios del estatus antioxidante total
plasmatico y de marcadores de peroxidacién lipidica y oxidacién proteica de ratas
sometidas a estrés psiquico (lote B; n=25) y ratas sometidas a estrés psiquico a las
que se suministré un suplemento vitaminico (vitaminas C y E) (lote D; n=25)

Lote B Lote D Valor de p
TAS 0.55 = 0.02 0.77 = 0.04 0.041*
TBARS 164.6 = 7.3 8.4x0.9 0.018%*
CARBONILOS 4.16 = 0.12 4.46 = 0.97 0.026%*

NOTA: TAS: Estatus total antioxidante plasmatico expresado en mmol/l. TBARS:
Sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico expresado en umol/l de plasma.
CARBONILOS: contenido en grupos carbonilos expresado en wmol/l de plasma.
Los resultados se expresan como media = SD. * Los cambios observados son
significativos para un valor del estadistico p <0.05.
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Tabla 22. Estudio comparativo de los valores medios del estatus antioxidante total
plasmatico y de marcadores de peroxidacién lipidica y oxidaciéon proteica de ratas
sometidas a estrés psiquico (lote B; n=25) y ratas sometidas a estrés psiquico que
ademas de someterse al programa de entrenamiento de fuerza 8 semanas, recibieron
suplementos vitaminicos (vitaminas C y E) (lote E; n=25)

Lote B Lote E Valor de p
TAS 0.55 = 0.02 0.88 = 0.03 0.008%*
TBARS 164.6 = 7.3 7.4+ 0.7 0.029%
CARBONILOS 4.16 = 0.12 3.92+ 0.7 0.012%*

NOTA: TAS: Estatus total antioxidante plasmatico expresado en mmol/l. TBARS:
Sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico expresado en umol/l de plasma.
CARBONILOS: contenido en grupos carbonilos expresado en wmol/l de plasma.
Los resultados se expresan como media = SD. * Los cambios observados son
significativos para un valor del estadistico p <0.05.
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8 .- DISCUSION

Como cabria esperar al revisar la literatura especializada, el protocolo de
inmovilizacién propuesto en nuestro trabajo gener6 un claro estrés psiquico en los

animales tratados, como avala el incremento de ACTH a nivel plasmatico.

Nuestro resultado fue por tanto similar al presentado previamente por
autores como Retana-Marquez et al. (2003) y Roman et al. (2004) si bien no nos
hizo falta recurrir a métodos mas agresivos para el animal como la suspensién o la

aplicacion de descargas eléctricas en las patas.

Mencién especial merece a este respecto, el hecho de que no se produjo
ninguna muerte durante el tiempo que durd nuestra experiencia en ninguno de los

grupos de intervencién o controles.

La escasez de originales que valoren el dafio oxidativo inducido por el
estrés psiquico va a condicionar la capacidad de discusién de nuestro trabajo. A
todo ello habria que afiadir que autores como Sahin y Gumuslu (2004) refieren que
las diferencias de metodologias y protocolos utilizados para producir el estrés
psiquico van a tener su repercusién a la hora de interpretar los resultados de la

peroxidacion lipidica y proteica de los especimenes tratados.

Por si esto fuera poco, el hecho de que la inmensa mayoria de trabajos que

pretenden combatir el dafio oxidativo con ejercicio se basen en actividades
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aerébicas y no de fuerza va a limitar ain mas nuestra capacidad de discusién. Lo
que visto desde un lado positivo viene a confirmar la originalidad de nuestro trabajo

de tesis.

Nuestro estudio pretende abarcar este asunto desde perspectivas lo mas
amplias posibles con vistas a incrementar y mejorar las interpretaciones que del
mismo pudieran derivarse. Para tal fin complementaremos estudios de la capacidad
antioxidante plasmatica, como fiel reflejo del comportamiento redox extracelular,
con otras determinaciones como la peroxidacion lipdica de las membranas, a través
de los TBARS, y la oxidaciéon proteica, mediante la determinacién de grupos

carbonilos.

Para evitar posibles errores a la hora de interpretar los resultados, parece
evidente recomendar baterias de pruebas en vez de basar nuestro estudio en una

unica estrategia diagnéstica (Prior y Cao 1999).

En lineas generales hemos encontrado mayores reducciones de los grupos
carbonilos, marcadores de la oxidacién proteica, que de los TBARS, marcadores de
la peroxidacién lipidica. Este hecho sugerirfa la existencia de un mecanismo que
repara de manera selectiva el dafio oxidativo, atendiendo a la importancia

fisiol6gica.

Nuestro grupo de investigacién public6 con anterioridad buenos
resultados con un programa de intervencién basado en ejercicio de tipo aerébico
que consiguié reducir los niveles plasmdticos de productos derivados de la
oxidacién de biomacromoleculas ademas de proteger las crestas mitocondriales del
dafio oxidativo (Rosety-Rodriguez et al. 2006a,b; Rosety-Rodriguez et al. 2007;
Rosety et al. 2008)
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8.1.- ESTADO ANTIOXIDANTE TOTAL (TAS)

Nuestros resultados han puesto de manifiesto que el estrés psiquico
inducido por inmovilizacién reduce significativamente el TAS plasmatico de las
ratas expuestas. Este hecho refleja claramente el dafio oxidativo experimentado por
los animales expuestos y coincide plenamente con los resultados recientemente
publicados por Fontella et al. (2005) en el hipocampo de ratas Wistar sometidas a

estrés emocional.

El estrés crénico también redujo de manera significativa el estatus
antioxidante total en tejido pulmonar de ratas (Torres et al. 2004). Estos mismos
autores sin embargo no refirieron cambios significativos cuando el estrés al que se

sometieron los animales fue agudo.

Por consiguiente, a tenor de todos estos datos, el TAS parece un buen
indicador de la lucha frente a los radicales que tiene lugar en el compartimento

extracelular (Yu, 1994b).

Para autores como Ghiselli et al. (2000) su estudio tiene mayor interés que
la evaluacién individualizada de los distintos antioxidantes por diversas razones. Por
un lado porque nos ofrece una visién mas real al facilitarnos la accién no solo de
antioxidantes conocidos sino también de aquellos que aun no se han identificado o
se suelen obviar, asi como el resultado de las posibles interacciones entre ellos. De
igual modo, al permitirnos monitorizar los niveles plasmaticos, nos dard una valiosa
informacién sobre la absorcion y biodisponibilidad de antioxidantes ya sean en

forma de preparados comerciales o incluidos en la propia dieta.
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Tras someterse al programa de entrenamiento durante 40 dfas los
especimenes participantes experimentaron un aumento del nivel de antioxidantes
plasmatico. En esta misma linea se encuadran los resultados presentados por Asha-
devi et al. (2003a, b) en ratas tras 60 dfas de entrenamiento durante 5 dias a la

semana.

Y en general se podrian citar multiples estudios que han descrito mejoras
de la capacidad antioxidante tras someterse a este tipo de programas de
intervencién basados en el ejercicio fisico regular a ligera-moderada intensidad
(Chang et al. 2004; Ozcaya et al. 2002). Con la ventaja afladida respecto a los
excelentes resultados publicados por Kakarla et al. (2005) en el higado de ratas
Wistar de que nuestro programa fue tan solo de 8 semanas en vez de las 12 que

comprendia el programa del primero.

Y aunque en nuestro diseflo no se incluyeron para ser estudiadas, el
ejercicio fisico regular durante 12 semanas incrementa de manera significativa la
actividad de enzimas antioxidantes como superéxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPx) y catalasa en el higado de ratas tanto sanas (Kakarla et al. 2005)
como con patologia hipertensiva (Elhaimeur et al. 2003), protegiéndolas del dafio

oxidativo.

Asimismo las ratas tratadas con la suplementacién de vitaminas E y C
aumentaron de manera significativa el nivel plasmatico de TAS. De hecho, tanto el
a-tocoferol como el acido ascorbico forman parte del pool de antioxidantes
determinados por esta técnica. Zaidi et al. (2005) va mas alld y concluye que la
suplementaciéon de vitamina E y C por si solas son capaces de mejorar el estatus
antioxidante total de ratas sometidas a estrés cronico, si bien los mejores resultados

los consigue con el coctel de vitamina E y C.
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Aunque los trabajos de Kahnna et al (1998) ya indicaban los buenos
resultados presentados por los suplementos vitaminicos y el ejercicio en la
capacidad antioxidante por separado, hasta la fecha actual muy pocos estudios han
combinado ambos factores en un mismo protocolo de intervencién. E incluso se
obtenfa resultados negativos cuando se utilizaba como complemento de las
vitaminas una actividad fisica extenuante o maxima (Goldfarb et al. 1994). En
nuestro trabajo se desarrollé esta experiencia y los resultados fueron muy positivos

al incrementar de manera significativa el estatus antioxidante total plasmatico.

8.2.- PEROXIDACION LIPIDICA

Nuestro trabajo ha puesto de manifiesto el dafio oxidativo inducido por la
inmovilizacién en niveles plasmaticos de las ratas participantes a través del aumento

significativo de los TBARS.

Y aunque algunos autores refieren la existencia de una cierta especificidad
en la respuesta al dafio oxidativo segin tejidos, Torres et al. (2004) y Zaidi et al.
(2005) presentaron resultados similares en el pulmén de ratas sometidas a estrés

psiquico cronico.

Nuestros resultados son similares a los publicados por Davydov et al
(2004) si bien en nuestro caso los parametros de dafio oxidativo lipidico son
mayores. El hecho de que nuestro periodo de inmovilizacién fuese mayor podria

indicar que su efecto citotoxico es dependiente de la duracién de la misma.
En el otro extremo cabe puntualizar que el estrés psiquico agudo no ha

sido capaz de aumentar de manera significativa la peroxidacién lipidica de las ratas

sometidas a éste tal y como refieren recientemente Sahin et al. (2004).

52



Tesis Doctoral Ignacio Rosety Rodriguez

La edad de las ratas seleccionadas también merece por nuestra parte una
consideracién particular si partimos de la premisa de la clasica teoria del
envejecimiento basada en el estrés oxidativo. Y es que al ser tan nuestros
especimenes tan jovenes, y en consecuencia no presentar un aumento de la
peroxidacion lipidica debida al envejecimiento, se entiende mejor por qué Martin et
al. (2003) publicaron unos valores mas altos de TBARS en el tejido hepatico de

ratas Wistar de 22 meses.

Por todo ello entendemos que trabajando con especimenes jévenes sera
mas facil objetivar con mayor precision el dafio oxidativo inducido por la
inmovilizacién. Y en consecuencia, el comportamiento de éste tras someterse los
animales estresados a un programa de actividad fisica o a suplementos vitaminicos

o a ambos.

Asimismo merece ser destacado que los especimenes utilizados en nuestra
experiencia se mantuvieron en unas condiciones de alimentacién ad-libitum lo que
nos permite descartar la influencia de la deprivaciéon de alimento en el incremento
del dafio oxidativo inducido por cualquier agente estresante. Y es que, como
publicaron recintemente Domenicali et al. (2001), el ayuno fue responsable del
aumento significativo de la peroxidacion lipidica obseravada al valorar los niveles de

TBARS en el homogeneizado hepatico de ratas sometidas a isquemia/reperfusion.

Sea como fuere, en los estudios sobre el dafio oxidativo cada vez se le
presta mayor importancia a la valoracién de la peroxidacién lipidica ya que gracias a
una reaccién en cadena podria autopropagarse y asi a partir de la oxidacién de unas
pocas moléculas dar lugar a un evidente dafio no solo de la membrana celular sino
de cualquier organela (Mylonas y Kouretas 1999). Maxime cuando por su alta
capacidad de difusién estos productos de la peroxidacién lipidica podrian actuar

mas alla de su propia fuente de producciéon (Briganti y Picardo 2003). Y ain mds, si
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cabe, desde que se conoci6 el importante papel que el estrés oxidativo
desempefiarfa en la fisiopatologia de numerosos procesos patologicos

(aterosclerosis, cataratas, envejecimiento, diabetes, artritis, entre otras.),

Los especimenes sometidos a nuestto programa de entrenamiento
redujeron significativamente el nivel de los TBARS en niveles plasmaticos, lo que
confirma nuestra hipétesis de partida. Convendria ser enfatizado que estos buenos
resultados se consiguieron solo tras 8 semanas de actividad mientras Gunduz et al.

(2004) obtuvo unos resultados similares en un programa de intervencién anual.

Y aunque existe unanimidad a la hora de reconocer las bondades del
ejercicio regular en la peroxidacion lipidica, el mecanismo de accién intimo que
subyace a todo esto aun se discute (Servais et al. 2003). En todo caso, buena parte
de los autores consultados refieren la buena adaptacién de las defensas
antioxidantes ante la accion de factores tanto enddgenos como ambientales,
encontrandose entre estos ultimos la actividad fisica (Kim et al. 1996). Para otros
autores como Hodgson (1985) el ejercicio fisico mantenido en el tiempo aumentaria
las proteinas mitocondriales lo que supondrfa un mejor aprovechamiento del

oxigeno.

En el otro extremo convendria matizar que el ejercicio fisico intenso o
extenuante aumenta la peroxidacién por lo que deberfa descartarse (Benderitter et
al. 1996). De hecho, uno de los primeros trabajos que se realizé sobre esta linea de
investigacién concluyé que la practica de ejercicio maximal inducifa un claro efecto

dafiino en forma de peroxidacion lipidica de los tejidos (Dillard et al. 1978).
De acuerdo con el reciente trabajo de Zaidi et al. (2005) la combinacién de

vitamina E y C mostré un excelente comportamiento a la hora de reducir la

peroxidacion lipidica en el higado de rata sometida a estrés psiquico. De este trabajo
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también se desprende que el coctel de vitaminas mejord los resultados de ambas
vitaminas por separado (E y C) asi como la posibilidad de administrarlas de manera

preventiva y no solo cuando esté instaurado el dafio oxidativo.

Asimismo al revisar la literatura durante la elaboracién de esta discusion
comprobamos que incluso megadosis de vitamina E, como las ensayadas por Flader
et al. (2003), mostraban efectos antioxidantes al reducir la produccién habitual de
TBARS en el tejido hepatico de ratas sanas en comparacién con ratas que no

recibfan este suplemento.

Los mejores resultados se obtuvieron con la combinacién de la actividad
fisica y el suplemento de vitaminas (C y E) hasta el extremo de presentar unos
valores de peroxidacién lipidica muy proximos a los presentados por ratas control.
Curiosamente en la literatura se le ha prestado muy poca atencién a esta
combinacién, a excepcion de los resultados que en esta mima linea publicaron Zaidi
et al. (2003) por lo que futuros estudios serfan necesarios para confirmar nuestro

hallazgo y a la sazén, extrapolarlo a los humanos.

8.3.- OXIDACION PROTEICA

El estrés psiquico inducido por la inmovilizacon aumento
significativamente el contenido de grupos carbonilos en los niveles plasmaticos, lo

que sugiere una clara oxidacién proteica.

Nuestros resultados son similares a los publicados por Davydov et al
(2004) si bien en nuestro caso los parametros de dafio oxidativo proteico son
mayores. El hecho de que nuestro periodo de inmovilizacién fuese mayor podria
indicar que su efecto citotoxico es dependiente de la duracién de la misma. En

cualquier caso son menores que los publicados por Das et al. (1997) quienes
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refirieron aumentos de hasta un 70% de los carbonilos tras inducir a los animales

ulceras gastricas por choques térmicos con frio.

Asimismo, nuestros valores a nivel plasmatico fueron menores que los
presentados por ratas de avanzada edad que en comparaciéon con ratas jovenes
habfan experimentado un aumento del 36-45% (Navarro y Boveris 2004). Y es que
como avanzaron Liu et al. (19906), los productos de la oxidacién proteica se van
acumulando a medida que avanza la edad de los individuos, fundamentalmente a

nivel hepatico.

De ahi el interés de haber seleccionado a ratas jévenes para evitar sesgos a

la hora de fijar el origen de los grupos carbonilos encontrados.

En todo caso, estos trabajos anteriormente referidos coinciden al aceptar
que el indice de dafio oxidativo a pesar de ser menos utilizado en la literatura que el
correspondiente a los lipidos, cada vez recibe mayor atencién como complemento

necesario a la anterior (Chevion et al. 2000).

Las consecuencias funcionales que cabria esperar de todo ello son
alteraciones de su capacidad enzimatica o transportadora, agregabilidad,
inmunogenicidad, proteolisis, entre otras. De ahi su inclusiéon en nuestro estudio
por la relevancia que para la viabilidad celular tiene la cadena respiratoria
mitocondrial (Lee y Wei 2001). Y en su conjunto, justificarfa la estrecha relacién de
la oxidacién proteica y el envejecimiento, diabetes, procesos neurodegenerativos,

etc. (Davies et al. 1999).
El ejercicio fisico moderado durante ocho semanas también fue capaz de

reducir significativamente el contenido de grupos carbonilos derivados de la

oxidacién proteica. En este mismo sentido, Husain (2004) describié un programa
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de entrenamiento de 8 semanas que consiguié disminuir de manera significativa los
carbonilos en el corazén de ratas. Asimismo, un regimen de 8 semanas de
entrenamiento redujo de manera significativa el contenido de carbonilos en las
células cardiacas de ratas que sufrian una inhibicién crénica de la 6xido nitrico

sintetasa (Husain y Hazelrigg 2002).

También se han descrito programas de actividad fisica de 9 semanas con
una hora de entrenamiento en medio acudtico durante 5 dfas a la semana que no
solo conseguian reducir significativamente los niveles de grupos carbonilos sino que
a la vez mejoraban de manera significativa las funciones cognitivas de las ratas

(Radak et al. 2001).

Por el contrario autores como Moran et al. (2004) no encontraron mejoras
significativas en los niveles de carbonilos a nivel cardiaco tras sendos programas de
12 y 24 semanas de entrenamiento. Una posible explicacion de todo esto serfa que
en vez de entrenamiento de fuerza como nosotros escogi6é un tapiz rodante donde

son frecuentes las contracciones anisométricas o pliométricas.

En nuestro caso particular, las determinaciones del dafio oxidativo se

realizaron cuando las ratas llevaban 8 semanas de entrenamiento.

Con todo conviene tener especial precaucion a la hora de prescribir
ejercicio fisico, recomendando que éste sea de intensidad ligera-moderada, ya que
cuando este es maximo o extenuante es capaz de aumentar significativamente el
contenido de grupos carbonilos fundamentalmente a nivel muscular, pero también

a nivel hepatico (Terblanche et al. 2001).

De nuestros resultados también se desprende que la suplementacién con

vitamina E y C reducia significativamente el nivel de grupos carbonilos de niveles
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plasmaticos. Asimismo, la asociacién de vitaminas E y C ya mostré buenos
resultados al reducir la oxidacién proteica a nivel hepatico en ratas sometidas a
intoxicacién por arsénico (Ramanathan et al. 2003). Srigiridhar y Nair (2000)
también encontraron una mejorfa significativa del dafio oxidativo proteico a nivel

del tracto gastrointestinal de ratas cuando utilizaron el céctel de vitaminas C y E.

Sin embargo, un protocolo propuesto por estos mismos autores basado
unicamente en la vitamina C o 4dcido ascorbico fue incapaz de arrojar mejora alguna.
Estos datos sugieren la idoneidad de combinar en un mismo suplemento a las
vitaminas E y C no en vano, los radicales tocoferoxilo resultantes de la
neutralizacién de radicales derivados de la peroxidacién volveran a su forma
reducida gracias a la accién del acido ascérbico o vitamina C entre otros, como ya

avanzoé en un clasico trabajo Fryer (1992).

Al revisar en la literatura articulos como el publicado por Je et al. (2001)
parece que el mayor peso de este efecto recaeria sobre la vitamina E. De hecho, la
suplementacién con vitamina E protege per se al tracto gastrointestinal de la
peroxidacién proteica mientras la vitamina C por si sola era incapaz de hacerlo de
manera significativa como avanzaron Srigiridhar y Nair (2000). Los trabajos de De

Oliveira et al. (2003) a nivel cerebral también refirieron resultados similares.
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9.- CONCLUSIONES

Del analisis de los resultados en las experiencias planteadas con especimenes de
ratas estresadas y sometidas a protocolos de actividad fisica, suplementacion

vitaminica y la combinacién de ambos obtenemos las siguientes conclusiones:

1.- El estrés emocional provoca significativamente una disminucién del estatus
antioxidante total plasmatcio, con un aumento del dafio oxidativo tanto lipidico

como proteico.

2.- Tras la aplicacién de un programa de entrenamiento de fuerza de intensidad
ligera-moderada de 8 semanas de duracién en especimenes de ratas sometidas a
estrés psiquico se consigue una reduccién de la oxidacion lipidica y proteica en los
niveles plasmaticos. Igualmente apreciamos un aumento del estado antioxidante

total plasmatico lo que sugiere una mejora de las defensas antioxidantes.

3.- La adminsitracién del cocktail de vitaminas (C y E) en especimenes de ratas
sometidas a estrés psiquico provoca una disminucién de la oxidacion lipidica y
proteica. Igualmente el estado antioxidante total plasmatico, experimenta una

mejorfa estadisticamente significativa.
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4.- Por ultimo concluimos que la mejor respuesta se consigue con un protocolo de
intervencién mixto que combina programa de entrenamiento de fuerza de
intensidad ligera-moderada de 8 semanas de duracién y la suplementacién con un

cocktail vitaminico (C y E)
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