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Resumen: El propdsito de este estudio fué analizar comparativamente los efectos tro-
ficos de una dosis suprafarmacolégica de dos esteroides anabdlico-androgénicos
(EAAs), el decanoato de nandrolona (ND) y el estanozolol (ST), asi como de la inte-
raccion de los tratamientos con la aplicacion de dos programas de entrenamiento de
larga duracién, usando ratas Wistar macho como modelo experimental. El entrena-
miento aerdbico, aunque no el de larga duracién, redujo significativamente la ganacia
de peso corporal, un efecto que también realiza la nandrolona de forma mas intensa.
Con la Unica excepcion del efecto de la ND en el misculo EDL de animales que siguie-
ron el programa de entrenamiento de alta intensidad, los tratamientos con EAAs no
incrementaron el peso del musculo esquelético en relacion a los.correspondientes
controles sin tratar, aunque hicieron mas consistentes los efectos tréficos del entrena-
miento. El ND, como también se observé con el entrenamiento de farma mas limita-
da, presenté efectos miocardiotréfico y renotréfico, que no se observaron con el esta-
nozolol. El tratamiento con ambos anabolizantes redujo mucho el peso de las cépsu-
las adrenales y modificd el peso de los érganos linfaticos, reduciendo el del timo e
incrementando el del bazo. Ambos entrenamientos también redujeron el peso del timo
de forma muy significativa. La aplicacion de los programas de entrenamiento, particu-
larmente el de tipo aerébico, compensé parcialmente algunos de los efectos de los
EAAs sobre las adrenales y los drganos linféticos. Los parametros séricos analizados
indican algunos cambios inducidos por el entrenamiento y los tratamientos con ana-
bolizantes. Del conjunto de los datos puede concluirse que los dos esteroides anabo-
lizantes actlian a través de mecanismos diferentes, aunque ambos coinciden en hacer
mas consistentes los efectos tréficos del entrenamiento sobre el misculo esquelético.

Palabras clave: Decanoato de nandrolona, estanozolol, entrenamiento en tapiz
rodante, musculo esquelético, miocardio, efecto renotréfico, ratas Wistar macho.
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Los andrégenos naturales, tales como la testosterona, presentan la capacidad de
inducir un doble efecto, anabolizante y androgénico, sobre los érganos sexuales
accesorios y sobre el sistema nervioso, el I6bulo anterior de la hipdfisis, el rifion,
el higado y el musculo, por mencionar los principales érganos diana (revisado en
ref. 29). La actividad promotora de la sintesis proteica y del engrosamiento mus-
cular de los andrégenos (que se denomina efecto miotréfico o anabolizante), es
dificil de poner de manifiesto en animales adultos del sexo masculino eugonada-
les, es decir, con funcion testicular normal, aunque puede observarse faciimente
en animales con funcién gonadal reducida (hipogonadales) o castrados (9, 11, 29,
43). En algunas especies animales se han caracterizado musculos particular-
mente sensibles a los andrégenos, de los que un ejemplo caracteristico es el com-
plejo muscular perineal de la rata (formado por los musculos levator ani, bulboca-
vernosus e ischiocavernosus). Precisamente por esta sensibilidad de respuesta,
constituye un sistema neuromuscular sexualmente dimaérfico, caracteristica que
comparte con el misculo de la laringe de Xenopus laevis o el musculo siringeo de
los pajaros, también utilizados como modelos para el estudio de los mecanismos
de accion de los andrégenos sobre el musculo. Con estos musculos como siste-
ma experimental se ha puesto de manifiesto que la testosterona actia durante el
desarrollo muscular induciendo un aumento del numero de fibras (hiperplasia) y
un engrosamiento de las ya existentes (hipertrofia), lo que indica que la miogéne-
sis inducida por los andrégenos juega un papel importante en la masculinizacion
de estos musculos (39). Por el contrario, en los animales adultos, el efecto de la
testosterona sobre las fibras musculares esqueléticas y cardiacas parece limitar-
se a la hipertrofia de fibras individuales sin que se incremente su nimero; la cas-
tracién induce atrofia y la administracién de testosterona hipertrofia (revisado por
Mooradian, 29).

Debido a su sensibilidad a los andrégenos, el engrosamiento del musculo /evator
ani ha sido utilizado durante mucho tiempo para evaluar la actividad miotréfica
mediante un test bioldgico sensible a pesar de que, debido a que este misculo no
constituye un verdadero 6rgano extragenital (14), las respuestas no son repre-
sentativas de los efectos de los andrégenos sobre el musculo esquelético. Como
se ha indicado anteriormente, el misculo esquelético suele dar respuestas peque-
nas cuya magnitud depende de la especie animal y del grupo muscular conside-
rado. En el hombre, por ejemplo, los musculos de la zona pectoral y de los hom-
bros, parecen ser mas sensibles a los efectos de los andrégenos que los de otras
zonas corporales, lo que parece coincidir con los musculos mas sensibles a
andrégenos en otras especies animales (29, 44).

Desde los trabajos pioneros de Kochakian (18) dirigidos a caracterizar los grupos
funcionales responsables de los efectos anabolizante y androgénico, tratando de
disociar ambas funciones, se han sintetizado un gran nimero de compuestos con
estructuras y actividad relacionada con la de los andrégenos naturales y se han
realizado numerosos estudios estructura-funcion sin que hasta el momento haya
sido posible disociar la actividad anabolizante de la androgénica o virilizante. A los
derivados sintéticos de los esteroides sexuales naturales que comparten con
éstos el caracter anabolizante, se les conoce bajo la denominacién comin de
esteroides anabolizantes, y mas correctamente, esteroides anabdlico-androgéni-
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cos (EAAs, detalles sobre |a naturaleza y actividad biolégica de estos compuestos
pueden encontrarse en las referencias 7, 23, 24, 34, 43). Ademas de sus aplica-
ciones terapéuticas para el tratamiento de varios tipos de deficiencias de andré-
genos, anemias Yy situaciones que cursan con balance negativo de nitrogeno, los
esteroides anabélico-androgénicos vienen siendo utilizados desde hace mas de
treinta anos en una gran variedad de deportes en la creencia de que permiten
incrementar el rendimiento deportivo. Durante muchos afios su uso se limité a las
especialidades en las que la actividad atlética depende de la fuerza o potencia
musculares ya que inicialmente solo se les supuso la capacidad biolégica de
actuar sobre el tamafo muscular. Posteriormente, han sido introducidos en otras
especialidades deportivas que dependen principalmente de la capacidad aerébi-
ca, asumiendo que también permiten incrementarla (13, 19, 21, 23, 37, 43). A
pesar de que se han realizado numerosos estudios para tratar de caracterizar los
efectos de los esteroides anabolizantes sobre la composicion y funcién muscula-
res, tanto en humanos como en modelos experimentales animales, todavia no
existen datos concluyentes que permitan asignar a los esteroides anabélico-
androgénicos la capacidad de modificar el musculo esquelético en individuos
eugonadales de forma tal que se incremente su actividad funcional en benefico del
rendimiento deportivo.

Algunos trabajos realizados en modelos experimentales animales, sugieren que
algunos esteroides anabolico-androgénicos ejercen un efecto positivo sobre la
sintesis proteica (27), la concentracion de proteinas miofibrilares (31) y la activi-
dad de enzimas mitocondriales y sarcotubulares en varios misculos de la rata (12,
35), la capacidad de realizar trabajo(10) o la recuperacién postfatiga de la con-
traccion del musculo séleo (38), mientras que otros trabajos describen la ausen-
cia de efectos de los andrégenos sobre la composicién o funcién muscular, inclu-
so considerando la conjuncién con el ejercicio fisico, durante la hipertrofia muscu-
lar compensatoria o en modelos de inactividad muscular (2, 4, 20, 25, 40,). Los
estudios realizados en humanos para caracterizar los efectos de los esteroides
anabdlico-androgénicos tampoco ofrecen resultados concluyentes. El nimero de
estudios que muestran ligeros efectos de estos compuestos sobre la potencia o la
masa muscular viene a ser aproximadamente igual al de trabajos que concluyen
que la administracién de esteroides anabolizantes resulta inefectiva (7).

La dificultad de dar respuestas claras a gran nimero de cuestiones relativas a los
efectos biolégicos de los esteroides anabolizantes, aunque sea en sistemas bio-
I6gicos modelo, ha originado un cierto distanciamiento entre el mundo cientifico y
el de la competicion deportiva. De ahi que la caracterizacion de los efectos de
estos compuestos ¥ su interaccion con la actividad fisica en diferentes deportes,
asi como las consecuencias que de ellos pueden extraerse desde el doble punto
de vista del rendimiento deportivo y de la salud de los deportistas, constituya un
problema de indudable interés cientifico y social. Las dificultades para dar res-
puestas cientificas precisas a cuestiones relacionadas con la actividad bioldgica
de esteroides anabolizantes, se asocian a una serie de factores, entre los que
cabe mencionar los siguientes: 1) la diversidad de esteroides anabolizantes exis-
tentes y su utilizacion en diferentes combinaciones de mas de un compuesto, con
diversidad de protocolos de administracion y dosificaciones de 10 a 1000 veces
superiores a las recomendadas-en la terapia de reposicion, 2) la imposibilidad de
realizar en humanos estudios rigurosamente controlados en los que se utilcen
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dosis de anabolizantes equivalentes a las que son objeto de uso ilegitimo en algu-
nos medios deportivos (muy superiores a las dosis farmacoldgicas), 3) la utiliza-
cion en la experimentacion de una gran diversidad de modelos animales en con-
juncién con diferentes anabolizantes esteroidicos, utizando dosis y vias de admi-
nistracion diversas y 4) la generalizacién frecuente de que todos los esteroides
anabdlico-androgénicos tienen un mecanismo de accién comiin, que se desenca-
dena cuando estos compuestos o sus metabolitos interaccionan con el receptor
intracelular de andrégenos.

Los esteroides anabdlico-androgénicos constituyen realmente un grupo muy hete-
rogéneo de compuestos que suelen clasificarse en tres series diferentes depen-
diendo de su afinidad estructural con los anillos del androstano, androsteno o
estreno (34), y que se diversifican considerablemente por la presencia de sustitu-
yentes, modificaciones en los anillos, esterificacion de grupo hidroxilo en C-17 o
alquilacion de este mismo atomo de carbono (34, 43). Por otro lado, ademas de
interaccionar con el receptor intracelular de andrégenos, los esteroides anaboli-
zantes también son capaces de interaccionar con otros receptores de hormonas
esteroidicas (2, 26, 32, 33) e incluso con sitios diferentes de los receptores intra-
celulares clasicos (8). Como la afinidad de la interaccién ligando/receptor puede
variar en algunos érdenes de magnitud segun el esterocide anabdlico-androgénico
que se considere (o sus metabolitos activos) y el receptor esteroidico implicado,
las diferencias en las respuestas pueden ser muy pronunciadas. Por otro lado, se
ha sugerido que el efecto potenciador de los anabolizantes solo ocurre cuando
estos compuestos se administran al tiempo que se esta inmerso en un programa
de entrenamiento intenso y se ingiere una dieta adecuada (42), lo que sugiere que
la interaccién con los diversos tipos de entrenamiento pudiera ser un elemento
modulador importante en la manifestacion de las respuestas bioldgicas de los
esteroides anabdlico-androgénicos.

El presente trabajo se refiere a la caracterizacion de los efectos tréficos de una
dosis suprafarmacoldgica de dos anabolizantes esteroidicos que han sido amplia-
mente utilizados en medios deportivos con la intencién de incrementar el rendi-
miento en la competicion, usando ratas Wistar macho como modelo experimental.
Ademas de analizar los efectos de los tratamientos sobre la ganacia de peso cor-
poral y la masa de varios musculos de las patas traseras, el miocardio, el higado
y el rinén, también se aborda en este trabajo la interaccion de los tratamientos
con la aplicacién de diversos programas de entrenamiento. En su ejecucién se ha
tenido en cuenta que las respuestas a los esteroides anabolizantes pueden
depender tanto del anabolizante como de su interaccion con cada tipo de entre-
namiento, por lo que el estudio se ha realizado con dos anabolizantes esteroidi-
cos, utilizando dos programas de entrenamiento en tapiz rodante, ambos de 3
meses de duraccién pero de intensidad y demanda metabélica diferente, uno de
ellos de alta intensidad y el otro, menos intenso, dirigido al incremento de la capa-
cidad aerébica. Los anabolizantes utilizados, el decanoato de nandrolona (ND, 19-
nortestosterona, un derivado del anillo del estreno) y el estanozolol (ST, un deri-
vado del anillo del androstano), se escogieron teniendo en cuenta su potencia
como anabolizantes (fndice miotréfico-androgénico), su utilizacion en medios
deportivos y sus diferencias estructurales, a pesar de su actividad anabolizante
comun. La nandrolona es uno de los anabolizantes esteroidicos conocidos desde
hace mas tiempo, y probablemente que mds se ha utilizado, 5 veces mds activo
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en aumentar el peso del musculo levator ani que el de la vesicula seminal cuan-
do se administra a ratas castradas (41), y cuya afinidad por el receptor de andré-
genos es considerablemete superior a la de la testosterona (5). El estanozolol, un
derivado de la dihidrotestosterona, la forma activa de la testosterona en muchos
tejidos, presenta un indice miotréfico-androgénico extraordinariamente alto, sien-
do 100 veces mas activo que |a testosterona si se comparan las relaciones de
induccién de crecimiento m. levator ani/préstata (4). Ambos anabolizantes se
administraron como derivados de liberacién lenta, por via intramuscular, a una
dosis de 10 mg/Kg/semana que, siendo muy superior a la farmacoldgica, esta en
el rango de las concentraciones de uso ilicito en medios deportivos. Ademas de
los datos relativos al desarrollo corporal y efectos tréficos, también se han anali-
zado una serie de parametros séricos como indicadores metabdlicos y de la situa-
cién general de las ratas.

Segun los datos obtenidos los tratamientos con estos esteroides anbélico-andro-
génicos no incrementan el peso de los musculos esqueléticos analizados en ani-
males sedentarios y, con la unica excepcion del tratamiento con ND en animales
que siguieron el programa de entrenamiento de alta intensidad, tampoco parecen
afectar a los animales entrenados cuando se comparan con los controles sin tra-
tar. No obstante, administrados durante el entrenamiento, permitieron observar
efectos mas consistentes, particularmente en los mdsculos formados preferente-
mente por fibras rdpidas. La nandrolona incrementd el peso del miocardo de
manera muy significativa, como también lo hizo la aplicacion del programa de
entrenamiento de alta intensidad, y manifesté un efecto renotréfico acusado, efec-
tos ambos que no se observaron con el estanozolol. En los animales sedentarios,
el tratamiento con ambos anabolizantes redujo ligeramente el porcentaje de agua
en el musculo esquelético, efecto que deja de observarse en los musculos de los
animales entrenados. Del conjunto de los datos obtenidos puede concluirse que
los dos esteroides anabolizantes actian a través de mecanismos diferentes, aun-
que ambos coinciden en hacer mas consistentes los efectos del entrenamiento
sobre el musculo esquelético.

MATERIALES Y METODOS

Sistema experimental. Se usaron ratas Wistar macho como modelo experimen-
tal. En los seis grupos de ratas del experimento correspondiente a la aplicacion
del programa de entrenamiento de alta intensidad (experimento 1, E1), las ratas
tenian 6-7 semanas y pesaban 228 + 18 g cuando se comenzaron las sesiones de
entrenamiento; en los otros seis grupos del experimento en que se aplicé el pro-
grama de entrenamiento de intensidad moderada, dirigido al incremento de la
capacidad oxidativa muscular (experimento 2, E2), las ratas tenian 5-6 semanas
y pesaban 172 £ 11 g. Los animales se criaron en el estabulario del Centro de
Biologia Molecular en la Universidad Auténoma de Madrid en donde se mantuvie-
ron en condiciones controladas de temperatura (22-24 °C) y humedad (50-60%)
con una fotoperiodicidad 12 h (de 8 de la mafiana a 8 de la tarde). Las ratas se
mantuvieron en grupos homogéneos de 5-7 animales por caja (59 x 39 x 20 cm ),
con aporte de alimentacion (dieta estandard para rata) y agua ad livitum. La mani-
pulacion para el pesado (3 veces por semana) y tratamiento con esteroides ana-
bolico-androgénicos (una vez por semana) se realizé entre las 8 y las 11 de la
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mafana. Los entrenamientos se realizaron siempre a la misma hora, entre la 1y
las 4 de la tarde en los grupos correspondientes al primer programa de entrena-
miento, el de alta intensidad, y entre la 8 y las 11 de la mafana, para los grupos
correspondientes al programa de entrenamiento dirigido al aumento de la capaci-
dad aercbica. En ambos experimentos, los tres grupos de animales entrenados
(sin tratamiento, tratados con decanoato de nandrolona y tratados con estanozo-
lol) se complementaron con otros tres grupos equivalentes de animales sedenta-
rios para analizar los efectos del ejercicio y las posibles interacciones de los ana-
bolizantes con cada uno de los programas de entrenamiento.

Tratamientos y programas de entrenamiento. En los dos experimentos, antes
de iniciarse las sesiones de entrenamiento, las ratas se preentrenaron en el tapiz
rodante para adiestrarlas en el funcionamiento del mismo y para seleccionar aque-
llas que parecian adaptarse mas facilmente. Se separaron asi dos grupos, el for-
mado por los animales que no se ejercitarian (sedentarios, n=15 en el primer
experimento y n=18 en el segundo), y el formado por los animales que se some-
terian al correspondiente programna de entrenamiento (n=18 en el primer experi-
mento y n=21 en el segundo). Después de 4 semanas de entrenamiento, cada
uno de estos grupos se subdividié en tres subgrupos de 5-7 animals (grupo con-
trol, sin tratamiento, y grupos tratados con decanoato de nandrolona o con esta-
nozolol). Tanto el decanoato de nandrolona (Deca-Durabolin, Organon Espafola,
Barcelona) como el estanozolol (Winstrol Depot, Zambon SA, Barcelona) se inyec-
taron por via intramuscular, una vez a la semana, a una dosis de 10 mg/kg/sema-
na. Los grupos control, sin tratamiento, recibieron una inyeccion intramuscular
semanal de la misma cantidad de la solucidn soporte sin el esteroide. Los trata-
mientos se continuaron durante 9 semanas, hasta la finalizacion del programa de
entrenamiento, con la tltima inyeccién 4 dias antes del sacrifico de los animales.

Las ratas se ejercitaron en tapices rodantes (Li 8706, Letica Scientific Instruments,
Barcelona) equipados con una rejilla electrificada para forzar el mantenimiento del
ejercicio segun lo planificado. El programa de entrenamiento de alta intensidad (13
semanas de duracion, 5 dias/semana de lunes a viernes) basado en un aumento gra-
dual de la velocidad desde 20 hasta 24 m/min y de la duracién (desde 30 hasta 60
min) de la carrera, y en el aumento de la pediente por saltos de 4% desde 0 al 24%
(tabla 1, parte superior), se disend para estudiar procesos adaptativos y respuestas
fisiolégicas a un entrenamiento de larga duracién y alta carga, tanto en ausencia como
en presencia de anabolizantes. Durante la Ultima semana de entrenamiento, cuando
la pendiente se incrementé hasta el 24 %, algunos animales manifestaron grandes difi-
cultades para completar las sesiones de entrenamiento. En este punto la carrera se
interrumpié de forma individualizada cuando los animales se fatigaban. En el progra-
ma de entrenamiento menos intenso, dirigido a aumentar la capacidad respiratoria,
(también de 13 semanas de duracidn, 5 dias/semana, de lunes a viernes, véase tabla
1 parte inferior}, se aumenté gradualmente la velocidad (de 20 a 30 mvmin) y la dura-
cién de las sesiones de entrenamiento (de 30 a 85 min) a lo largo del programa, con
un ligero aumento de la pendiente (4 y 8%) en la aparte final del mismo.

Extraccion y analisis de los tejidos. Al finalizar el programa de entrenamiento, al
menos 24 h después de la Ultima sesion, las ratas se anestesiaron con una inyec-
cién intraperitoneal de 50 mg/Kg de Pentothal (thiopental sodico, Abbott, primer
experimento) o con 200 pl/100 g de peso corporal de una solution of 40 mg/ml de
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Semana Duracion Vel. Pte
(n2) {min.) (m/min) (%)
Expto n®1 1 30 20 0
2 35 20 8
3 40 20 8
4 40 21 8
5 45 21 12
6 45 22 12
7 45 22 16
8 50 22 16
9 50 23 16
10 50 23 20
11 §5 23 20
12 60 24 20
13 60 24 24
Expto n22 1 30 20 0
30 20 ]
35 20 ]
35 20 0
40 20 0
2 40 22 0
3 45 23 0
4 55 23 0
5 55 25 0
6 €60 26 o]
7 60 26 4
8 70 26 4
9 70 28 4
10 75 29 4
1 75 29 8
12 80 30 8
13 85 30 8

TABLA 1. Detalle de los dos programas de entrenamiento en tapiz rodante utilizados en los
experimentos

ketamina (Ketolar, Parke-Davis) y 5 mg/ml xilazina (Rompun, Bayer), en el segun-
do experimento. Tras la diseccion rapida in vivo de varios musculos de las patas
traseras (Extensor de los dedos largos, EDL; Tibial, TAy Séleo, SO), y extraccion de
unos 2 ml de sangre para el analisis de diversos parametros séricos, se procedio
a la perfusién hepatica con 15 ml de solucién salina fisiolégica fria y extraccién del
higado y los animales se sacrificaron por dislocacién cervical. Se extrajo entonces
el corazény los rifiones, el timo, el bazo y las adrenales. Antes de congelar en nitré-
geno liquido, los érganos se lavaron pasandolos por solucién salina fisiologica fria,
se secaron por contacto con papel de cromatografia 3MM (Whatman) y se pesa-
ron. Los tejidos congelados se conservaron a -80 2C hasta la realizacion de los ana-
lisis bioquimicos. En los tres tipos de muisculo esquelético extraidos se analizé el
contenido en agua mediante pesada de fragmentos de tejido, congelado y tras su
liofilizacién durante la noche. El contenido de agua se expresé como porcentaje del
peso himedo (P. himedo-P. seco/P. himedo). Las muestras de sangre se dejaron
coagular a temperatura ambiente y se centrifugaron a 10.000 rpm durante tres
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minutos. El suero resultante se congeld y se conservé a -70 °C hasta su utilizacion
para la cuantificacion de metabolitos y actividades enzimaticas, que se realizaron
por quimica seca utilizando un equipo Kodack Echtachem.

Analisis estadistico. Los datos se expresaron como valores promedio + desviacion
estandard del nimero de animales que se indica en cada caso en las leyendas de
las figuras o de las tablas. El andlisis estadistico se realizé mediante regresién mul-
tiple con variables dicotémicas. Las comparaciones entre grupos se realizaron utili-
zando el test de la t de Student. Las diferencias se consideraron significativas cuan-
do p < 0.05, y muy significativas cuando p < 0.01.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Effecto de la aplicacion de dos programa de entrenamiento en tapiz rodante
y tratamiento por separado con dos esteroides anabélico-androgénicos
sobre la ganacia de peso corporal. En la Figura 1 se representan las ganancias
relativas de peso (peso del animal inmediatamente antes del sacrificio menos su
peso inicial, dividido por el peso inicial) en los diferentes grupos de animales de los
dos experimentos. Como puede observarse, los resultados de los dos experimen-
tos son esencialmente idénticos si se excluye el hecho de que el entrenamiento
menos intenso, dirigido a un incremento de la capacidad aerdbica, tuvo como con-
secuencia una reduccion muy significativa de la ganancia relativa de peso. Aunque
se aprecia la misma tendencia en los animales entrenados siguiendo el programa
de alta intensidad (fig. 1, parte superior), no se alcanza significacién estadistica. La
principal causa de esta diferencia probablemente deba buscarse en la diferente
demanda metabdlica de los dos programas de entrenamiento, pero también podria
jugar un cierto papel una mayor diversidad de respuesta al entrenamiento intenso,
que hace que las diferencias entre los componentes del grupo aumenten.

El efecto mas evidente, comtin a ambos experimentos, y que se reproduce tanto en
los animales sedentarios como en los entrenados, es la disminucién de la ganacia
de peso corporal que induce el decanoato de nandrolona a la dosis utilizada de 10
mg/kg/semana, durante dos meses (p<0,01). El estanozolol, por el contrario, no pre-
sentd ningun efecto, ni impidié el descenso de la ganacia relativa de peso en los ani-
males entrenados siguiendo el programa de entrenamiento aerdbico. El efecto de la
nandrolona se puso de manifiesto de forma muy rapida tras el comienzo de los tra-
tamientos, aunque las diferencias no alcanzaron valores estadisticamente significa-
tivos hasta las Ultimas semanas de aplicacion del programa de entrenamiento. En
las ratas entrenadas mediante el programa de entrenamiento aerébico, la adminis-
tracién de decanoato de nandrolona tiene un efecto aditivo al del entrenamiento,
resultando una reduccion en la ganacia de peso corporal de mas del 30 %.

En algunos de los estudios realizados en humanos se ha descrito un aumento del
peso corporal como consecuencia de la administracién de esteroides anabolizantes,
aunque en otros casos no se ha observado ganancia de peso corporal (revisado en
ref, 43). Este incremento no se asigna solamente a un aumento de la masa magra
sino que también se atribuye, al menos en parte, a cambios hemdticos. El hematd-
crito puede incrementarse en aproximadamente 1 g/dl (36, 1) y aumentar el volumen
sanguineo total en aproximadamente un 15 % (17, revisién en ref, 43). Este aumen-
to podria venir mediado por un estimulo de la sintesis de eritropoyetina por los andré-
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Figura 1. Efecto del tratamiento con una dosis suprafarmacoldgica de dos esteroides ana-
bélico-androgénicos y de la aplicacién de dos programas de entrenamiento de larga dura-
cién, sobre la ganancia de peso corporal. Se representan los valores promedio + desviacién
estdndard del incremento de peso corporal en los tres meses de duracion de los experi-
mentos referido al peso corporal inicial, en los diversos grupos (4-6 animales/grupo) de dos
experimentos en los que se aplicaron programas diferentes de entrenamiento en tapiz
rodante, uno de ellos de alta intensidad (1), y el otro, menos intenso, dirigido al incremento
de la capacidad aerdbica (2). C, control sin tratamiento; ND, decanoato de nandrolona; ST,
estanozolol. *p<0.05, *"p<0.01, animales tratados frente a los correspondientes controles sin
tratar; #p<0.05, *p<0.01 animales entrenados frente a los correspondientes sedentarios.

genos (28), lo que explicaria un efecto de estos esteroides sobre el consumo maxi-
mo de oxigeno y, por lo tanto, también sobre la capacidad atlética en deportes de alto
componente aerdbico. Al menos para alguno de los compuestos utilizados se espe-
raba una respuesta similar a la descita en humanos para otros anabolizantes (15), lo
que no ha sido corroborado por los datos obtenidos en este trabajo. Mas bien al con-
trario, los efectos del decanoato de nandrolona no responden a su actuacién como
anabolizante sino mas bien a lo que se podria esperar de un glucocorticoide. Aunque
no puede excluirse a priori que existan diferencias de respuesta a los andrégenos
dependientes del sistema bioldgico, el incremento de peso en respuesta a trata-
miento con esteroides anabdlico-androgénicos en humanos no parece tener carécter
general, sino que depende del anabolizante utilizado, su dosis y forma de adminis-
tracion, régimen alimenticio y tipo de entrenamiento, como principales factores. En
relacion con lo comentado en la introduccién sobre el posible efecto antiglucocorti-
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coide de algunos anabolizantes merece la pena recordar que el glucocorticoide natu-
ral mas abundante en la rata es la corticosterona, mientras que en el hombre es el
cortisol. Desde esta perspectiva seria posible interpretar que algunos efectos bioldgi-
cos de esteroides anabdlico-androgénicos que se desencadenaran por unién al
receptor de glucocorticoides, pudieran ser diferentes en el hombre y en la rata.

Efecto de la aplicacion de dos programas de entrenamiento en tapiz rodante y
del tratamiento por separado con una dosis suprafarmacolégica de dos este-
roides anabolizantes, sobre el peso de tres tipos diferentes de misculo esque-
lético de las patas traseras de larata. £n la figura 2 se representan los datos obte-
nidos en el musculo extensor de los dedos largos (EDL), formado casi en su totali-
dad por fibras rapidas. Como puede observarse, en ninguno de los experimentos se
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Figura 2. Efecto de/ tratamiento con una dosis suprafarmacoldgica de dos esteroides ana-
bdlico-androgénicos y de la aplicacién de dos programas de entrenamiento en tapiz rodan-
te de 3 meses de duracion, sobre el peso del musculo extensor de los dedos largos (EDL).
Se reprasentan los valores promedio + desviacién estdndard de los pesos de los musculos
(en mg) referidos al peso corporal (en g), de los grupos (4-6 animales/grupo) de dos experi-
mentos en los que se aplicaron programas de entrenamiento en tapiz rodante diferentes, uno
de ellos de elevada intensidad (1) y el otro, menos intenso, dirigido al aumento de la capa-
cidad aerdbica (2). Como los musculos de ambas patas traseras se consideraron indepen-
dientemente, el nimero de muestras por grupo es el doble del niimero de animales. C, con-
trol sin tratamiento; ND, decanoato de nandrolona; ST, estanozolol, *p<0.05, **p<0.01, ani-
males tratados frente a los correspondientes controles sin tratar; *p<0.05, »p<0.01, anima-
les entrenados frente a los correspondientes sedentarios.
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aprecian incrementos en el peso de este musculo por los tratamientos. Los dos
entrenamientos incrementaron significativamente el peso muscular (p<0,05), en el
caso del entrenamiento de alta intensidad con diferencias que estéan en el limite de
la significacion estadistica, resultando los efectos del entrenamiento mas consisten-
tes cuando se administré alguno de los anabolizantes (p<0,01). Ademas, en los ani-
males entrenados siguiendo el programa de entrenamiento de alta intensidad, aun-
que no en el aerdbico, el tratamiento con decanoato de nandrolona indujo un
aumento significativo del peso del musculo EDL en relacién con los controles sin tra-
tar. Es preciso indicar que es el tnico caso a lo largo de este trabajo en el que se ha
observado que un esteroide anabolizante sea capaz de incrementar significativa-
mente el peso de un musculo por encima de lo que lo hace el propio entrenamiento.

En la figura 3 se muestran los datos correspondientes al musculo tibial, que en la
rata también esta formado casi exclusivamente por fibras de contraccion rapida, si
bien existe una mayor proporcién de las de tipo oxidativo-glucolitico. Como puede
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Figura 3. Efecto del tratamiento con una dosis suprafarmacoldgica de dos esteroides anabdlr-
co-androgénicos y de la aplicacidn por separado de dos programas de entrenamiento de larga
duracion, sobre el peso del musculo tibial. Se representan los valores promedio + desviacion
estdndard de los pesos de los musculos (en mg) referidos al peso corporal (en g), de los gru-
pos (4-6 ratas/grupo) de dos experimentos en los que se aplicaron programas de entrenamien-
to en tapiz rodante de 3 meses de duracidn diferentes, uno de ellos de elevada intensidad (1) y
el otro, menos intenso, dirigido al aumento de la capacidad asrdbica (2). Como los misculos de
ambas patas traseras se consideraron independientemente, el nimero de muestras por grupo
es el doble del ndmero de animales. C, control sin tratamiento; ND, decanoato de nandrolona;
ST, estanozolol. "p<0.05, **p<0.01, animales tratados frente a los correspondientss controles sin
tratar; *p<0.05, »sp<0.01 animales entrenados frente a los correspondientes sedentarios.
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observarse, los datos se corresponden casi exactamente con los obtenidos para
el musculo EDL, si exceptuamos el hecho de que el entrenamiento de alta inten-
sidad no llegé a incrementar significativamente la masa del musculo tibial, aungue
se observa claramente la tendencia. La presencia de ambos anabolizantes hizo
consistentes los aumentos de peso muscular debidos al entrenamiento hacién-
dolos muy significativos (p<0,01).

El tercer tipo de musculo de las patas traseras que se analizé fué el séleo que,
contrariamente a los dos musculos anteriores, esta formado casi exclusivamente
por fibras de contraccion lenta. Este musculo interviene en el soporte esquelético
y responde al peso del animal (en el hombre se atrofia en ausencia de fuerza gra-
vitatoria). Los cambios en el peso de este misculo en respuesta a los tratamien-
tos y entrenamientos utilizados se representan en la figura 4. Como puede obser-
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Figura 4. Efecto del tratamiento con una dosis suprafarmacoldgica de dos esteroides anabdli-
co-androgénicos y de la aplicacidn de dos programas de entrenamiento de larga duracion, sobre
el peso del musculo séleo. Se representan los valores promedio = desviacién estdndard de los
pesos de los musculos (en mg) referidos al peso corporal (en g), de los grupos (4-6 ratas/grupo)
de dos experimentos en los que se aplicaron programas de entrenamiento en tapiz rodante de
3 meses de duracidn diferentes, uno de ellos de alta intensidad (1) y el otro, menos intenso, diri-
gido al aumento de la capacidad aerdbica (2). Como los musculos de ambas patas traseras se
consideraron independientements, el nimero de muestras por grupo es el doble del nimero de
animales. C, control sin tratamiento; ND, decanoato de nandrolona; ST, estanozolol. *p<0.05,
"'p<0.01, animales tratados frente a los correspondientes controles sin tratar; sp<0.05, ssp<0,01
animales entrenados frente a los correspondientes sedentarios.
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varse en esta figura, tampoco se aprecia un efecto de estos anabolizantes sobre
las fibras de contraccion lenta, mientras que los dos entrenamientos aumentaron
significativamente (p<0,05) la masa muscular. La presencia de los esteroides ana-
bolizantes durante el entrenamiento tampoco incrementé el tamafio muscular por
encima del efecto del propio entrenamiento, aunque se observé una mayor con-
sistencia de las diferencias debidas al entrenamiento cuando se administra deca-
noato de nandrolona durante la aplicacién del programa de entrenamiento aercbi-
co (p<0,01). Sin embargo, el analisis detallado de estos datos pone de manifiesto
que la mayor consistencia del efecto del entrenamiento en presencia de nandro-
lona no es debido a un incremento adicional del peso relative de los musculos en
los animales entrenados sino a una ligera reduccion de su peso medio en los ani-
males sedentarios, debida al tratamiento, que no alcanzé significacion estadistica.

El analisis del contenido en agua de los tres musculos en los diferentes grupos de
animales del experimento en que se aplicé el programa de entrenamiento de alta
intensidad ha puesto de manifiesto que los tratamientos con los anabolizantes, en
la dosis y duracién utilizadas, reducen el contenido de agua en los musculos de
manera aparentemente independiente del tipo de musculo (tabla 2). De un 76.7 %
aproximadamente, en los animales del grupo control se pasé al 75 % para los tra-
tados con nandrolona y al 74,1 % para los tratados con estanozolol, como valores
promedio de los tres tipos de musculo. El entrenamiento, sin embargo, no tuvo
ningun efecto apreciable sobre el contenido en agua de estos musculos, y el tra-
tamiento adicional con los dos anabolizantes no dié lugar a modificaciones apre-
ciables del contenido en agua (tabla2). Aunque no se dispone de datos para con-
firmarlo, una posible interpretacion de estos datos estaria en la alteracién del equi-
librio hidrico y del sodio y el potasio en el misculo de los animales sedentarios tra-
tados con anabolizantes, lo que revertiria por el entrenamiento.

G. SEDENTARIOS G. ENTRENADOS

CONTROL ND ST CONTROL ND ST

Soleo 76,320,6 74,4£0,8" 73,9£0,5" 77810 76,408 75,8£0,6
Tibial 76,90,7 74,9+0,9* 74,0:0,8™ 76,306 753 £0,7 75,6+1,0

EDL 76,810,9 756+1,2  74,7+09" 759+08 75813 762+07

Los valores representan los porcentajes de agua obtenidos mediante pesada de
fragmentos de tejido congelados y tras liofilizacién durante la noche, expresados
como relacién entre la diferencia de peso himedo y el residuo seco de la liofiliza-
cién y el peso himeo. Se representan las medias = desviacidn estdndard de datos
de 4 animales por grupo. *p<0,05, **p<0,01 grupos tratados frente a no tratados.

TABLA 2. Contenido en agua de tres musculos de las patas traseras en ratas sedentarias o
sometidas a un programa de entrenamiento en tapiz rodante de 3 meses de duracién, en
ausencia de tratamiento (control) o tras administrar saparadamente una dosis semanal de

10 mg/kg de decanoato de nandrolona (ND) o estanozolol (ST), durante los dos tltimos
meses.
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Efecto de la aplicacion de dos programas de entrenamiento y del tratamien-
to por separado con dos esteroides anabolizantes sobre el incremento de
peso del miocardio. La aplicacién del programa de alta intensidad incrementé
significativamente el peso relativo del miocardio (aproximadamente un 23 %, p<0,05)
tanto en ausencia de tratamiento con anabolizantes como en presencia de esta-
nozolol (fig. 5, parte superior). El decanoato de nandrolona, en ausencia de entre-
namiento, indujo una hipertrofia cardiaca de magnitud préxima a la inducida por el
entrenamiento de alta intensidad (15-25 %, p<0,05), aunque se observa una gran
dispersion de valores, indicativa de la diversidad en la sensibilidad de respuestas
individuales a la nandrolona. En las ratas entrenadas en presencia de ND no se
observaron incrementos estadisticamente significativos en el peso del miocardio
por efecto del entrenamiento, independientemente del programa aplicado. Elio
sugiere que el mecanismo por el que el decanoato de nandrolona induce la hiper-
trofia cardiaca pudiera coincidir con el que actua durante la aplicacién del progra-
ma de entrenamiento de alta intensidad para producir el mismo efecto.

CORAZON: PESO RELATIVO Img/g)
(o8]
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Figura 5. Efecto del tratamiento con una dosis suprafarmacoldgica de dos esteroides ana-
bdlico-androgénicos y de aplicacion de dos programas de entrenamiento de larga duracion,
sobre el peso del miocardio. Se representan los valores promedio + desviacién estdndard de
los pesos del misculo cardfaco (en mg) referidos al peso corporal (en g), de los grupos (4-
6 ratas/grupo) de los dos experimentos en los que se aplicaron programas de entrenamien-
to en tapiz rodante de 3 meses de duracidn diferentes, uno de ellos de alta intensidad (1) y
el otro, menos intenso, dirigido al aumento de la capacidad aerdbica (2). C, control sin tra-
tamiento; ND, decanoato de nandrolona; ST, estanozolol. *p<0.05, **p<0.01, animales trata-
dos frente a los correspondientes controles sin tratar; sp<0.05, »p<0.01, animales entrena-
dos frente a los correspondientes sedentarios.
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La aplicacion del programa de entrenamiento aerébico, también incrementé el
valor promedio del peso relativo del miocardio (aproximadamente el 10%), aunque
las diferencias no llegaron a ser estadisticamente significativas. Como conse-
cuencia de este efecto, aunque el valor promedio del peso del miocardio en los
animales tratados con nandrolona y entrenados siguiendo el programa aerdbico
es sensiblemente mayor que el que se observa en los correspondientes controles
sin tratar (aproximadamente el 11%), las diferencias tampoco llegaron a ser esta-
disticamente significativas (véase fig.5, parte inferior). Ya que, a pesar de la dis-
persién existente en los grupos, las respuestas observadas en algunos de los ani-
males se aproximan a las inducidas por la aplicacién del programa de entrena-
miento de alta intensidad, estos datos indican que la hipertrofia cardiaca, como
parte de la adaptacion cardiovascular, es una respuesta gradual que responde a
la intensidad del entrenamiento. El estanozolol no afecta al proceso de adaptacién
normal al entrenamiento, pero el decanoato de nandrolona induce una respuesta
que se asemeja a la respuesta adaptativa al ejercicio crénico.

Uno de los posibles mecanismos que permitirian interpretar el efecto del decano-
ato de nandrolona sobre el miocardio, podria basarse en la actuacion de la nan-
drolona como agonista de glucocorticoides, esteroides naturales cuyos niveles se
incrementan por el ejercicio como parte de la respuesta fisiolégica de estrés, ya
que éstos han sido descritos como inductores de hipertrofia cardiaca. La relativa
afinidad de algunos esteroides anabolico-androgénicos por el receptor de gluco-
corticoides (22, 26), ha alentado la hipdtesis de que los efectos miotréficos de
algunos de los esteroides anabolizantes pudieran deberse a una actuacién anta-
gonica a la de los glucocorticoides, lo que llevaria a una reduccion de la degrada-
cion de las proteinas mas que a un aumento de su sintesis (6, 30). Aunque exis-
ten evidencias experimentales de que se cumplen las predicciones que se derivan
de la hipotesis de que algunos esteroides anabolizantes actian como antagonis-
tas de glucocorticoides, las interpretaciones de los datos no son inequivocas, sugi-
riéndose que la actividad antiglucorticoide pudiera explicar algunos efectos de los
anabolizantes esteroidicos cuando se usan en dosis suprafarmacolégicas pero
nunca permitiria justificar el dimorfismo sexual del desarrollo muscular (43). Por
otro lado, esta hipétesis, no es aceptada con caracter general y ha sido objeto de
opiniones en contra (16). En el caso que nos ocupa, el miocardio de la rata, la
union de la nandrolona (o alguno de sus metabolitos) a los receptores de gluco-
corticoides deberia ser capaz de inducir una respuesta andloga a la de los gluco-
corticoides. También en este caso, hay que considerar que los efectos de la nan-
drolona que pudieran responder a una actuacion como analogo de glucocorticoi-
des en la rata, no debe necesariamente suponer una generalizacién para los
humanos como consecuencia de las diferencias en el glucocorticoide primario
(cortisol en humanos y corticosterona en la rata).

Efecto de la aplicacion de dos programas de entrenamiento y administracion
por separado de dos anabolizantes esteroidicos sobre el peso de otros orga-
nos importantes para el desarrollo de la actividad fisiolégica durante el ejer-
cicio. En la figura 6 se representan los pesos del higado en los diferentes grupos
de los dos experimentos. Como puede observarse en esta figura, ni los entrena-
mientos aplicados ni los tratamientos con los esteroides anablizantes modificaron
significativamente el peso relativo del higado, observandose solamente una dis-
persién elevada de los datos que indica que el peso de este drgano varia consi-
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Figura 6. Efecto del tratamiento con una dosis suprafarmacoldgica de dos esteroides ana-
bélico-androgénicos y de la aplicacién de dos programas de entrenamiento de larga dura-
cién, sobre el peso del higado. Se representan los valores promedio + desviacion estdndard
de los pesos del higado (en mg) referidos al peso corporal (en g), de los grupos (4-6
ratas/grupo) de los dos experimentos en los que se aplicaron programas de entrenamiento
en tapiz rodante de 3 meses de duracidn diferentes, uno de ellos de gran intensidad (1) y el
otro, menos intenso, dingido al aumento de Ia capacidad aerdbica (2). C, control sin trata-
miento; ND, decanoato de nandrolona; ST, estanozolol. Contrastando con lo que ocurre en
los demds dérganos estudiados, en el higado no se han observado cambios tréficos estad/s-
ticamente significativos, ni por el entrenamisnto ni por el tratamiento con EAAs.

derablemente de individuo a individuo. A pesar de esta aparente normalidad, debi-
do a la incidencia relativamente alta de dafios hepaticos observados en individuos
tratados con anabolizantes esteroidicos, sobre todo cuando son administrados por
via oral, se tiene previsto realizar un estudio detallado de los efectos que los tra-
tamientos con decanoato de nandrolona y estanozolol utilizados por via i.m.pudie-
ran tener sobre una serie de funciones hepaticas, particularmente sobre las enzi-
mas de defensa antioxidante dependientes de glutatién y las relacionadas con la
destoxificacion de xenobiéticos.

Los rifiones, por el contrario, sufren aumentos considerables de peso (referido
al peso corporal), en respuesta al tratamiento con decanoato de nandrolona
(p<0,01) pero no al estanozolol. El incremento del tamafio del rifién (efecto
renotréfico), también ha sido utilizado como indicador del caracter anabolizan-
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te de los esteroides anabdlico-androgénicos, junto al método basado en el
incremento del peso del musculo /evator ani (34). Resulta interesante que de
los dos anabolizantes utilizados, ambos con un caracter anabolizante mucho
mas marcado que el androgénico, solamente el decanoato de nandrolona
tenga actividad renotréfica, lo que indica que el mecanismo de actuacion de los
esteroides anabdlico androgénicos no es unico, aunque todos ellos pudieran
coincidir en el desencadenamiento de efectos comunes en el misculo esque-
Iético. Aunque el entrenamiento de alta intensidad no modificé sensiblemente
el tamafio del rinén, la aplicacién del programa de entrenamiento aerdbico tuvo
como consecuencia un aumento significativo de su peso relativo, lo que sugie-
re, como ya se indicaba para el miocardio, que el tratamiento prolongado con
decanoato de nandrolonay algunos tipos de entrenamiento pudieran actuar por
mecanismos similares o que, al menos en parte, se superponen (figura 7).

L2
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CN[]STI i & |
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Figura 7. Efecto del tratamiento con una dosis suprafarmacoldgica de dos esteroides ana-
bdlico-androgénicos y de la aplicacién de dos programas de entrenamiento de larga dura-
cion, sobre el peso de los rifiones. Se representan los valores promedio = desviacién estdn-
dard del peso de los rifiones (en mg) referido al peso corporal (en g), de los grupos (4-6
ratas/grupo) de dos experimentos en los que se aplicaron programas de entrenamiento en
tapiz rodante de 3 meses de duracidn diferentes, uno de ellos de alta intensidad (1) y el otro,
menos intenso, dirigido al aumento de la capacidad aerdbica (2). C, control sin tratamiento;
ND, decanoato de nandrolona; ST, estanozolol, *p<0.05, **p<0.01, animales tratados frente
a los correspondientes controles sin tratar; sp<0.05, »p<0.01, animales entrenados frente a
los correspondientes sedentarios.
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Efecto de la aplicacién de dos programas de entrenamiento en tapiz rodan-
te y del tratamiento por separado con los esteroides anabdélico-androgéni-
cos decanoato de nandrolona y estanozolol, sobre el tamano de las cap-
sulas adrenales y los 6rganos linfaticos timo y bazo. Las glandulas adrena-
les son productoras de las catecolaminas (médula) y de un gran nimero de
compuestos de naturaleza esteroidica de los que los glucocorticoides (sintetiza-
dos en las zonas fasciculada y reticular) y los mineralcorticoides (sintetizados en
la zona glomerular) son los mas abundantes. Las células de las zonas fascicu-
lada y reticular también producen una cierta cantidad de andrégenos, denomi-
nados andrégenos adrenales, de los que el principal representante es la deshi-
droepiandrosterona. Los androgenos adrenales se liberan a la sangre, en donde
actlan como precursores circulantes de la testosterona para algunos tejidos. En
condiciones normales sus efectos son muy moderados pero pueden llegar a ser
importantes en condiciones fisiolégicas especiales o en situaciones patolégicas.
Debido a la sensibilidad de las células productoras de esteroides corticales a las
condiciones que tienden a modificar su produccién, que es consecuencia de la
hipertrofia o atrofia de la zona adrenal correspondiente de manera especifica
segun que se estimule o se inhiba la produccién de la correspondiente hormo-
na, cabe esperar alteraciones en la masa adrenal en respuesta a tratamientos
con esteroides anabolizantes, asi como en respuesta a situaciones de estrés.
En la tabla 3 se representan las modificaciones del peso de las glandulas adre-
nales por los tratamientos con decanoato de nandrolona y estanozolol, asi como
por aplicacion de los diferentes programas de entrenamiento. Como puede
observarse, tanto el decanoato de nandrolona como el estanozolol redujeron
muy significativamente el peso de las adrenales. Los dos entrenamientos apli-

SEDENTARIOS ENTRENADOS (E1) ENTRENADOS (E2)

CONTROL ND ST CONTROL ND ST CONTROL ND ST

C.A. 8622  47+13"  4Bxi9™ 71416 5818 61y 66432  70#12°  95:42°
Timo 66964 72+14" 102:31"  243:24™ B1x19" 10331**  265+34" 113z32"" 186146

Bazo 942135 1.058448" 1.114198' 92949 1.028s35" 1.101223' 987455 783162'*" 1.10B242

Los valores de los pesos se expresan en mg y se dan las medias = desviacicn
estdndard de 10-11 animales en los grupos sedentarios y de 4-6 animales en los
grupos ejercitados. * p<0.05, ** p<0.01, animales tratados frente a los correspon-
dientes sin tratar; * p<0.05, * p<0.01 animales entrenados frente a los correspon-
dientes sedentarios.

TABLA 3. Modificaciones en el peso de los drganos linfaticos y de las cdpsulas adrenales
(C.A.) observados en ratas Wistar macho tras la administracién por separado de una dosis
de 10 mg/kg/semana de decanoato de nandrolona (ND) o estanozolol (ST) durante dos
meses, en animales sedentarios o tras aplicar uno de los dos programas de entrenamiento
en tapiz rodante de 3 meses de duracién utilizados, uno de ellos de elevada intensidad (E1)
y el otro dirigido al incremento de la capacidad aerébica (E2).
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cados mostraron una tendencia a reducir el tamafio de las adrenales, aunque
las diferencias no tienen significacion estadistica. Resulta interesante el hecho
de que la aplicacién de los programas de entrenamiento tiende a revertir el efec-
to de los tratamientos sobre la masa adrenal. En el caso de aplicacion del pro-
grama de alta intensidad (E1) solo se observa una tendencia sin significacion
estadistica, que se confirma como diferencia clara en el entrenamiento aerdbi-
co (tabla 3), a pesar de la elevada dispersion de los datos indicativa de la varia-
bilidad de respuestas individuales. Nuevamente, una posible explicacion para la
interpretacion de estos datos proviene de la consideracién de la capacidad de
los esteroides anabolizantes de actuar como agonista parcial de glucocorticoi-
des en las células sensibles. De este modo, actuando sobre las células produc-
toras de factor de liberacion de corticotropina en el hipotdlamo y de la hormona
adrenocorticotréfica en el I6bulo anterior de la hipéfisis, se inhibiria la produc-
cién de glucocorticoides en las zonas fascilulada y reticular, lo que induciria su
atrofia. Desafortunadamente, no se dispone de analisis histoldgicos que permi-
tan concluir que se ha producido una atrofia especifica de las zonas producto-
ras de glucocorticoides, por lo que esta interpretacion debera ser confirmada en
futuros estudios.

El analisis de los pesos de los érganos linfaticos timo y bazo, que también se
incluyen en la misma tabla 3, resulta también de interés. Como puede observar-
se, el timo, un dérgano linfatico primario, es extraordinariamente sensible al trata-
miento con ambos esteroides anabolizantes, pudiendo reducirse su peso en un
85-90 %. El entrenamiento también afectd en el mismo sentido, aunque la reduc-
cién fué de menor magnitud (65-70 %). Tras aplicacion del programa de entre-
namiento aerdbico, en los animales tratados se observé una tendencia a la recu-
peracién del peso del timo, que se aproxima al valor de los controles sin tratar. El
analisis de las modificaciones de peso del bazo, un érgano linfatico secundario,
ofrece una situacion en algunos aspectos opuesta a la observada en el timo. El
tratamiento con ambos anabolizantes resulté en un incremento del tamano del
bazo en los animales sedentarios. Ninguno de los dos programas de entrena-
miento aplicados tuvo efecto apreciable en los animales sin tratar, aunque se
observé la tendencia a reducir las difencias entre animales tratados y no tratados
(tabla 3, entrenamiento de alta intensidad, E1) e incluso a reducir el tamano del
bazo en los animales tratados con nandrolona (tabla 3, entrenamiento aerdbico,
E2). Estos datos son indicativos de cambios considerables en la circulacién y
localizacion de las células del sistema inmune en respuesta a los tratamientos
con anabolizantes y al entrenamiento, que sugieren modificaciones funcionales
dignas de un analisis pormenorizado.

Niveles séricos de metabolitos y de enzimas marcadoras en ratas seden-
tarias o entrenadas aerébicamente en tapiz rodante en ausencia de trata-
miento o tras administracion durante dos meses de una dosis suprafarma-
coldgica de decanoato de nandrolona o estanozolol. Debido a que los ani-
males fueron sacrificados dos dias después de la Ultima sesion de entrena-
miento, los posibles cambios en los niveles séricos no son indicativos de res-
puestas agudas al ejercicio sino de cambios duraderos inducidos por el entre-
namiento y/o tratamientos. Como pude observarse en la tabla 4, aunque no se
observan cambios de gran magnitud, en algunos de los parametros analizados
hay modificaciones debidas al entrenamiento y/o al tratamiento con alguno de
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G. SEDENTARIOS G. ENTRENADOS
CONTROL ND ST CONTROL ND ST
Glucosa (1)  429:45 396157 460166 392157  297:33* 378130
Urea (1) 4124 4246 4114 45+7 4616 4024
A.Urico(1) 19404 18:02  2,3:06 1310,1°  14:01° 13101
Creatinina (1) 04100  05:0,1 040,05 041005  0,4:0,04 04002
Colesterol (1) 67411 56414 49:6" 55+9° 5018 4542
TGC (1) 167410 147:48 143241 113£38° 101219 155314
Prot.(1) 5,8£0,5 55:02 54102 5,4:0,5 5,10,6 52:0,3
CK(2) 4881206 414152  344+14 31869  560+130°  638x114™
GOT (2) 113138 9243 111218 102416 150429 194165
LDH (2) 2610:805 1903356 2316527 247611450 5058:162* 4102:933*
1) Las concentraciones se dan en mg/dl, exceptuando la de proteinas totales que
estd en g/dl. 2) Las actividades enzimdticas se dan en U/. Se representan las
medias + desviacion estdndard de datos de 4-6 animales por grupo. TGC, triglicéri-
dos; CK, creatina quinasa; GOT, glutamato-oxalacetato transaminasa (aspartato
aminotransferasa, AST); LDH, lactato dehidrogenasa. "p<0,05, **p<0,01, tratados
frente a sin tratar; sp<0,05, »p<0,01, entrenados frente a sedentarios.

TABLA 4. Niveles séricos de algunos metabolitos y de enzimas marcadoras en ratas seden-
tarias o sometidas a un programa de entrenamiento en tapiz rodante de 3 meses de dura-
cion, dirigido al incremento de la capacidad aerdbica, en ausencia de tratamiento (control) o
tras administrar una dosis semanal de 10 mg/kg de decanoato de nandrolona (ND) o esta-
nozolol (ST), durante los dos tltimos meses.

los anabolizantes. Los niveles séricos de glucosa, por ejemplo, aparecen redu-
cidos de manera significativa en los animales entrenados y tratados con nan-
drolona, efecto que parece ser consecuencia de una interacciéon del entrena-
miento con el tratamiento con ND ya que ninguno de los dos tiene efecto de
manera independiente.

El entrenamiento redujo los niveles de acido drico y algo similar ocurrié con los de
colesterol y triglicéridos. Sin embargo, mientras que la bajada del acido urico y los
triglicéridos no se afecté significativamente por los tratamientos con esteroides
anabolizantes, el estanozolol indujo una bajada muy significativa de los niveles de
colesterol en los animales sedentarios, que se conserva con mas baja significa-
cion estadistica en los animales entrenados. Resulta de interés la comparacién de
los niveles séricos de CK, GOT y LDH, ya que las tres enzimas respondieron de
forma similar a los tratamientos con anabolizantes en los animales entrenados,
aunque no se observaron cambios en los animales sedentarios como consecuen-
cia de la administracién de estos compuestos. Como el denominador comuin de
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estas tres enzimas es proceder principalmente del musculo, resulta dificil inter-
pretar el significado de un aumento de su actividad en el suero de los animales
tratados con anabolizantes, pero no de los controles sin tratar, solamente si han
seguido el programa de entrenamiento, a pesar de que no se haya realizado ejer-
cicio en las 48 horas que precedieron a la toma de muestra.

CONC S

El andlisis comparativo de los efectos del tratamiento con una dosis suprafarma-
colégica de 10 mg/kg/semana durante dos meses de dos esteroides anabdlico-
androgénicos, el decanoato de nandrolonay el estanozolol, en ratas Wistar macho
sedentarias o ejercitadas en tapiz rodante siguiendo dos programas de entrena-
miento diferentes, ha puesto de manifiesto que ambos compuestos difieren consi-
derablemente en las respuestas bioldgicas que inducen, lo que sugiere que sus
mecanismos de accion deben ser diferentes. Ambos tienen en comun hacer mas
consistentes los efectos tréficos del entrenamiento sobre el misculo esquelético
(lo que se manifiesta en una mayor significacion estadistica de las diferencias
entre los grupos). Sin embargo, mientras que el decanoato de nandrolona redujo
considerablemente la ganacia de peso corporal, y aumenté el peso relativo del
corazén y del rifidn en los animales sedentarios, el estanozolol no presenté nin-
guno de estos efectos. Ambos anabolizantes coinciden, sin embargo, en reducir
muy significativamente el peso de las cédpsulas adrenales y del timo y en aumen-
tar el del bazo. El entrenamiento aerdbico, aunque no el entrenamiento intenso,
revierte en gran medida el efecto del tratamiento con estanozolol sobre los érga-
nos linfaticos. Los niveles de metabolitos y de enzimas marcadoras tisulares en el
suero ponen de manifiesto algunos cambios significativos debidos a procesos de
adaptacion al entrenamiento aerébico y/o al tratamiento crénico con los esteroides
anabolizantes. De todo ello se concluye que, aunque los efectos sobre el muscu-
lo esquelético no son muy acusados, los esteroides anabélico-androgénicos pue-
den inducir otros efectos tréficos indicativos de cambios funcionales profundos en
los 6rganos afectados, que pudieran ser de trascendencia para la actividad fisica
y el funcionamiento general del organismo. Los efectos de los dos anabolizantes
esteroidicos analizados no se explican mediante un mecanismo de accion unico,
sugiriéndose en algunos de sus efectos, particularmente para el decanoato de
nandrolona, una actividad como agonista parcial de glucocorticoides. El desarro-
llo de analisis bioquimicos para caracterizar el fundamento del caracter diferencial
de los efectos troficos de estos esteroides anabdlico-androgénicos promete ser de
gran interés para entender sus posibles efectos sobre el desarrollo de diversas
capacidades atléticas, por un lado, y sobre la integridad y salud de quienes han
optado por su uso, a pesar de que sea ilicito, por el otro.

AGRADECIMIENTOS

Los autores desean expresar su agradecimiento a M. Pérez Martinez y N.
Jiménez por su colaboracion en la aplicacion de los programas de entrenamiento,
a Javier Palacin y John Sparrowe por su ayuda en el cuidado y tratamiento de los
animales y a M.D. Ferrandez por su ayuda durante la extraccion y pesada de los
oérganos. El decanoato de nandrolona (Deca-Durabolin) y el estanozolol (Winstrol
Depot) fueron cedidos generosamente por Organon Espafola,S.A., Barcelona, y

28



Efactos trdficos e interaccion con el entrenamiento de agonistas
hormonales anabolizantes |: Esteroides anabdlico-androgénicos

Zambon, S.A., Barcelona, respectivamente. La realizacién de este trabajo ha sido
posible gracias a ayudas del Consejo Superior de Deportes y de la CICYT (Dep
91-0206). El Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa" recibe una ayuda ins-
titucional de la fundacion Ramén Areces.

RE CIAS BIBLIO FICAS

1. Alen, M. Androgenic steroid effects on liver and red cells. Br. J. Sports Med.
19:15-22, 1985.

2. Bartsch, W., M. Krieg, and K.D. Voigt. Regulation and compartmentalization of
androgens in rat prostate and muscle. J. Steroid Biochem. 19:929-937, 1983.

3. Barbieri, R.L., H. Lee, and K.J. Ryan. Danazol binding to rat androgen, gluco-
corticoid, progesterone, and estrogen receptors: Correlation with biological activity.
Fertil. Steril. 31:182-186, 1979.

4. Bates, P.C., L.F. Chew, and D.J. Millward. Effects of the anabolic steroid stano-
zolol on growth and protein metabolism in the rat. J. Endocrinol. 114:373-381,
1987.

5. Bergink, E.W., P.S.L.Janssen, E.W. Turpijn, and J. Van der Vies. Comparison of
the receptor binding properties of nandrolone and testosterone under in vitro and
in vivo conditions. J. Steroid Biochem. 22:831-836, 1985.

6. Buttery, P.J., and B.G. Vernon. Protein metabolism in animals treated with ana-
bolic agents. Vet. Res. Commun. 7:11-17, 1983,

7. Celotti, F., and P. Negri Cesi. Anabolic steroids:A review of their effects on the
muscles, of their possible mechanisms of action and of their use in athletics. J.
Steroid Biochem. Mol. Biol. 43:469-477, 1992.

8. Dominguez Boada, L. Caracterizacién farmacolégica de un lugar de alta espe-
cificidad para el esteroide anabolizante estanozolol en microsomas hepaticos.
Tesis doctoral, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. 1994

9. Evans, W. J., and J. L. lvy. Effects of testosterone propionate on hindlimb-immo-
bilized rats. J. Appl. Physiol. 52:1643-1647, 1982,

10. Exner, G.U., H.W. Staudte, and D. Pette. Isometric training of rats. Effects upon
fast and slow muscle and modificaction by an anbolic hormone (nhandrolone deca-
noate). Il. Male rats. Pfluegers Arch. 345:15-22, 1973.

11. Griggs, R.C., W. Kingston, R.F.Jezefowicz, B.E. Herr, G. Forbes, and D.
Halliday. Effect of testosterone on muscle mass and muscle protein synthesis. J.
Appl. Physiol. 66:498-503, 1989.

12. Guzman, M., A. Saborido, J. Castro, F. Molano, and A. Magias. Treatment
with anabolic steroids increases the activity of the mitochondrial outer carnitin pal-
mitoyltransferase in rat liver and fast-twitch muscle. Biochem. Pharmac. 41:833-
835, 1991.

29



Femandez, E.; Hernando, R.; Diaz. A.E.; Manso, R.

13. Haupt, H.A., and G.D. Rovere. Anabolic steroids: A review of the literature. Am.
J. Sports Med. 12:469-483, 1984,

14. Hayes, K. J. The so-called ‘levator ani’ of the rat. Acta Endocr. 48:337-347, 1965.

15. Hervey, G.R., A.V. Knibbs, L. Burkinshaw, D.B. Morgan, P.R.M. Jones, D.R.
Chettle, and D. Vartsky. Effects of methandienone on the performance and body
composition of men undergoing athletic training. Clin. Sci. 60:457-463, 1981.

16.Hickson, R.C., S.M. Czerwinski, M.T. Falduto, and A.P. Young. Glucocorticoid
antagonism by exercise and androgenic-anabolic steroids. Med. Sci. Sports Exerc.
22:331-340, 1990.

17. Holma, P. Effect of an anabolic steroid (metandienone) on central en periperal
bood flow in well-trained male athletes. Ann. Clin. Res 9:215-..., 1977. (Los este-
roides anabolizantes incrementan el volumen sanguineo en un 15% o mas)

18. Koochakian, C.D., Humm, J.H., and Bartlett, M.N. Effect of steroids on the
body weight, temporal muscle and organs of the guinea pig. AM. J. Physiol.
155:242-, 1948.

19. Kopera, H. The history of anabolic steroids and a review of clinical experience
with anabolic steroids. Acta Endocrinol. 110 (Suppl. 271):11-18, 1985.

20. Kuhn, F. E., and S. R. Max. Testosterone and muscle hypertrophy in female
rats. J. Appl. Physiol. 59:24-27, 1985.

21. Lamb, D.R. Anabolic steroids and athletic performance. In: Hormones and
Sport. Serono Symposia vol. 55, New York, Raven Press, 1989, pp. 257-273.

22. Loeb, J. N. Corticosteroids and growth. N. Engl. J. Med. 295:547-552, 1976.

23. Lukas, S.E. Current perspectives on anabolic-androgenic steroid abuse.
Trends Pharmacol. Sci. 14: 61-68, 1993.

24. Manso, R. Actividad biolégica y mecanismo de accién de los esteroides ana-
bélico-androgénicos. Arch. Med Dep. 28:373-384, 1990.

25. Max, S.R., and N.E. Rance. No effect of sex steroids on compensatory muscle
hypertrophy. J. Appl. Physiol. 56:1589-1593, 1984,

26. Mayer, M., and F. Rosen. Interaction of anabolic steroids with glucocorticoid
receptor sites in rat muscle cytosol. Am. J. Physiol 229:1381-1386, 1975.

27. Menschikowsky, M., K. Jung, P. Junghans, K.J. Petzke, and V. Albrecht. The
influence of steroid hormone and of physical exercise on protein metabolism in
rats. Exp. Clin. Endocr. 92:341-348, 1988.

28. Mirand, E.A., A.W. Gordon, and J. Wenig. Mechanism of testosterone action in
erithropoiesis. Nature 206:270-272, 1965.

29. Mooradian, A. D., J. E. Morley, and S.G. Korenman. Biological actions of
androgens. Endocrine Rev. 8:1-28, 1987.

30




Efectos trdficos e interaccidn con el entrenamiento de agonistas
hormonales anabolizantss I: Esteroides anabdlico-androgénicos

30. Morano, I. Influence of exercise and Dianabol on the degradation rate of myo-
fibrillar proteins of the heart and three fiber types of skeletal muscle of female gui-
nea pigs. Int. J. Sports Med. 5:317-319, 1984,

31. Morano, I., and H. Weicker. The influence of permanent physical stress and
metandienona on the degradation of myofibrillar proteins of heart and soleus of
Guinea pigs. Arzneim. Forsch. 35:501-5083, 1985.

32. Raaka, B.M., M. Finnerty, and H.H. Samuels. The glucocorticoid antagonist
17a-methyltestosterone binds to the 10 S glucocorticoid receptor and blocks ago-
nistic-mediated dissociation of the 10 S oligomer to the 4 S DNA-binding subunit.
Mol. Endoc. 3:332-341,1989.

33. Rochefort, H., and M. Garcia. The estrogenic and antiestrogenic activities of
androgens in female target tissues. Pharmac. Ther.23:193-216, 1984.

34. Rogozkin, V.A, Metabolism of Anabolic Androgenic Steroids; Boca Raton,
Florida; CRC Press; 1991.

35. Saborido, A., J. Vila, F. Molano, and A. Megias. Effect of anabolic steroids on
mitochondria and sarcotubular system of skeletal muscle. J. Appl. Physiol.
70:1038-1043, 1991.

36. Shephard, R.J., D. Killinger, and T. Fried. Responses to sustained use of ana-
bolic steroids. Br. J. Sports Med. 11:170-178, 1977

37. Smith, D.A., and P.J. Perry. The efficacy of ergogenic agents in athletic com-
petition. Part |I: Androgenic-anabolic steroids. Ann. Pharmacother. 26:520-528,
1992,

38. Tingus, S.T., and R.C. Carlsen. Effect of continuous infusion of anabolic ste-
roid on murine skeletal muscle. Med. Sci. Sports Exerc. 15:485-494, 1993.

39. Tobin, C., and Y. Joubert. Testosterone-induced development of the rat levator
ani muscle. Dev. Biol. 146:131-138, 1991,

40. Tsika, R. W., R. E. Herrick, and K. M. Baldwin. Effect of anabolic steroids on
overloaded and overloaded suspended skeletal muscle. J. Appl. Physiol. 63:2128-
2133, 1987.

41. Vida, J. A. Androgens and Anabolic Agents: Chemistry and Pharmacology.
Academic Press, New York, 1969.

42, Viru, A. The mechanism of training effects: a hypothesis. Int. J. Sports Med.
5:219-227, 1984.

43. Wilson, J. D., and J.E. Griffin. The use and misuse of androgens. Metabolism
29:1278-1295, 1980.

44 Wilson, J.D. Androgen abuse by athletes. Endocrine Rev. 9:181-199, 1988.

31






EFECTOS TROFICOS E INTERACCION

CON EL ENTRENAMIENTO DE AGONISTAS
HORMONALES ANABOLIZANTES II:
AGONISTAS B-ADRENERGICOS, CLENBUTEROL

Fernandez, E.
Hernando, R.’
Ferrandez, M? D.?
Manso, R.

Direccién para correspondencia:

Rafael Manso

Departamento de Biologia Molecular

Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa”
Universidad Auténoma de Madrid
Cantoblanco, 28049 Madrid

Tel.: 91 397 48 71

Fax: 91 397 47 99

! Departamento de Biologia Molecular, Centro de Biologia Molecular «Severo Ochoa» (CSIC-UAM),
Universidad Auténoma de Madrid, 28049 Madrid.

? Departamento de Biologia Animal II (Fisiologia Animal), Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universi-
dad Complutense, 28040 Madrid.



Fernandez, E.; Hemando, R.; Ferrdndez, M.2 D.; Manso, R.

Rafael Manso Martinez, es Dr. en Ciencias Naturales por
la Universidad de Tubingen (Alemania) y Dr. en Ciencias
Quimicas por la Universidad Auténoma de Madrid, de la
que es actualmente Profesor Titular de Bioquimica y
Biologia Molecular. Ha sido director del Instituto de
Ciencias de la Educacion Fisica y del Deporte del Consejo
Superior de Deportes y miembro del Comité de Expertos en
Investigacion en Materia Deportiva del Comité para el
Desarrollo del Deporte del Consejo de Europa, entre 1988
y 1990. Dirije en la actualidad un grupo de investigacién
dedicado al estudio de la importancia del sistema endocri-
no y de la respuesta celular de estrés en la adaptacion al
entrenamiento, en el Centro de Biologia Molecular “Severo
Ochoa” (CSIC-UAM), en la U. Auténoma de Madrid.

Raquel Hernando Sebastian, es Licenciada en Ciencias Biolégicas y realiza su
tesis doctoral sobre la inducién de proteinas de estrés por el ejercicio y su modu-
lacion por el entrenamiento y la modificacion endocrina en el Centro de Biologia
Molecular “Severo Ochoa” (CSIC-UAM).

Esther Fernandez Rodriguez, es Licenciada en Ciencias Biolégicas y realiza su
tesis doctoral sobre el efecto de los esteroides anabélico-androgénicos sobre las
respuestas adaptativas al entrenamiento en el Centro de Biologia Molecular
“Severo Ochoa" (CSIC-UAM).

M.? Dolores Ferrandez Ortiz, es Doctora en Ciencias Bioldgicas por la
Universidad Auténoma de Madrid y ha realizado su trabajo de tesis doctoral sobre
las modificaciones en la respuesta inmune producidas por el ejercicio fisico en la
Facultad de Ciencias Biclégicas de la U. Complutense de Madrid.

Resumen: El objetivo de este estudio fué analizar los efectos tréficos del agonista
f32-adrenérgico clenbuterol sobre diversos tipos de musculo esquelético, el miocardio,
y otros 6rganos no musculares, asi como las interacciones del tratamiento con el ejer-
cicio, considerando dos situaciones diferentes de acondicionamiento fisico previo e
intensidad del entrenamiento. El clenbuterol presenté un efecto miotréfico ascendente
en el orden séleo<tibial<EDL, obteniéndose en este Ultimo caso incrementos de la
masa muscular del orden del 25% (p<0,01). En los musculos formados preferente-
mente por fibras rapidas, como el EDL, la participacion en el programa de entrena-
miento no afectd a la manifestacion de la hipertrofia muscular. Por el contrario, en el
miusculo séleo, formado casi exclusivamente por fibras de contraccién lenta, el ejerci-
cio programado anulé la manifestacion de los efectos anabolizantes del clenbuterol, lo
que parece ser consecuencia de la menor magnitud del efecto miotréfico inducido por
el clenbuterol en este musculo y de la mayor sensibilidad de éste al entrenamiento. El
clenbuterol también incrementé el peso relativo del miocardio de animales sedentarios
de manera significativa (11%, p<0,05), como también lo hizo el entrenamiento (12%,
p<0,01). Sin embargo, en los animales ejercitados tampoco se apreciaron efectos
estadisticamente signfficativos debidos al tratamiento, lo que evidencia la analogia de
las respuesta del miocardio y del musculo sélec al tratamiento con clenbuterol. Este
tratamiento redujo el peso del timo hasta aproximadamente un 20% del valor de los
controles sin tratar. Aunque este porcentaje aumenté en los grupos ejercitados como
consecuencia de la disminucion del peso del timo por el ejercicio, los pesos medios de
este 6rgano en todos los grupos tratados fueron similares. Del conjunto de estos datos
se sugiere que el clenbuterol y el entrenamiento podrian actuar a través de un meca-
nismo comun en la induccion de algunos de sus efectos troficos.

Palabras clave: Ratas Wistar macho, agonistas B-adrenérgicos, clenbuterol,
entrenamiento en tapiz rodante, hipertrofia muscular.
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INTRODUCCION

La actividad contractil muscular depende de la utilizacion de ATP como combusti-
ble metabélico inmediato. Por diferentes razones, dependientes de su naturaleza
quimica, la concentracién de ATP en la célula es muy limitada, por lo que existen
mecanismos de reposicion que permiten regenerar el ATP a medida que es con-
sumido. El paso de la situacion de reposo a la de actividad contractil intensa supo-
ne incrementos en la velocidad de consumo del ATP muscular (y por lo tanto de
su regeneracién) de hasta 300 veces, que frecuentemente tienen que establecer-
se en fracciones de segundo (1). Este hecho pone en evidencia la existencia de
un mecanismo de regulacién que actta de forma extraordinariamente rapida para
acomodar la produccion de ATP a las necesidades metabdlicas, y que se dispara
al iniciarse la actividad muscular.

Simultaneamente a la activacion de la contraccién del musculo, se inicia la res-
puesta simpatica, controlada por el centro auténomo del hipotdlamo (2). La acti-
vacién del sistema nervioso simpético, como respuesta a la situacion de estrés
que supone la actividad fisica, induce una serie cambios metabélicos y endocri-
nos tendentes a facilitar al organismo el oxigeno y los nutrientes necesarios para
la provisién de energia para el musculo. Las catecolaminas noradrenalina y adre-
nalina, producidas en las terminaciones nerviosas catecolaminérgicas y en la
médula adrenal, son un elemento fundamental de la respuesta del organismo a la
iniciacion del ejercicio fisico. Las neuronas simpaticas adrenérgicas y las células
cromafines de la médula adrenal actian de forma complementaria en la respues-
ta de estrés, con la secrecion de la médula adrenal bajo control de los nervios sim-
paticos, La médula adrenal actia como un transductor neuroendocrino que trans-
forma una sefial nerviosa, la acetilcolina que se libera en las terminaciones de los
nervios esplacnicos, en una sefial endocrina, las catecolaminas. Debido a |a doble
via de produccién de las catecolaminas, hay érganos que se estimulan doble-
mente como preparacion para la respuesta del organismo al comienzo de la acti-
vidad fisica intensa. Aunque los érganos no inervados solo pueden responder por
la llegada de las catecolaminas a través de la sangre (estimulacién hormonal), en
los érganos que estan inervados por neuronas simpaticas postganglionares, que
en su mayoria utilizan noradrenalina, esta catecolamina actda de forma rapida al
ser liberada de las terminaciones nerviosas, como efecto previo a la accién que
realizaran las catecolaminas adrenales que acceden por via sanguinea. El efecto
de la noradrenalina liberada en las terminaciones nerviosas es breve, como con-
secuencia de su rapida desaparicién por recaptacion presinaptica y difusion. Las
catecolaminas secretadas a la sangre por la médula adrenal, sin embargo, actu-
an de forma mas prolongada, hasta que son destruidas en el interior de los tejidos
(sobre todo en el higado).

Las catecolaminas desempenan importantes funciones fisiologicas relacionadas
con el control cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal y visceral, asi como con
el control emocional y de la atencion. Juegan un papel fundamental en la distribu-
cion del riego sangufeno segln las necesidades del organismo, manteniendo
siempre el riego preferencial del cerebro y el corazén. Durante el ejercicio se pro-
duce vasodilatacion en el musculo esquelético, que se compensa con vasocons-
triccion en zonas menos comprometidas, y se estimula la glucogenolisis, la gluco-
neogénesis y la lipolisis, como principales procesos. Aunque ambas catecolami-
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nas tienen efectos similares en el organismo, el grado de intensidad con que los
manifiestan es diferente. La adrenalina tiene mayor actividad como estimulante
cardiaco que la noradrenalina, aunque es un vasoconstrictor menos eficaz.
Ademas la adrenalina tiene un efecto metabdlico tisular mucho mas acusado que
el de la noradrenalina, pudiendo llegar a duplicar el metabolismo basal e incre-
mentar considerablemente la glucogenolisis hepética y muscular. La accién con-
certada de las catecolaminas incrementa el riego sanguineo en los misculos y en
el cerebro y aumenta la disponibilidad de sustratos energéticos para su utilizacion
en la producion del ATP necesario para la actividad contractil muscular.

Las catecolaminas inician sus efectos en la célula uniéndose a receptores situa-
dos en la membrana plasmatica. Existen dos tipos basicos de receptores adre-
nérgicos, que se diferencian por el tipo de respuesta que inducen, los agonistas y
antagonistas a que son sensibles y su localizacién. Los receptores o suelen indu-
cir respuestas excitadoras y producen un efecto constrictor en el muisculo vascu-
lar, uterino e intestinal al activarse por unién de un agonista, variando la actividad
de los efectores en el siguiente orden: adrenalina > noradrenalina > isoprotere-
nol. Los receptores B estan asociados a la adenilato ciclasa y su activacion
aumenta los niveles del AMP ciclico, que actia como segundo mensajero. Por lo
general inducen respuestas inhibidoras en el musculo liso pero estimuladoras en
el miocardio y responden a la unién de agonistas por el siguiente orden de inten-
sidad isoproterenol > adrenalina > noradrenalina. Aunque en su distribucién tisu-
lar suele observarse predominio de alguno de los tipos, ninguno de ellos es espe-
cifico por lo que suelen encontrarse ambos en numerosos érganos.

Basandose en su perfil farmacolégico, cada uno de estos tipos de receptores
puede subdividirse dando lugar a cuatro subtipos diferentes o4, o2, B1y Bz, que
estan codificados por diferentes genes (3,4). El subtipo a1 se localiza principal-
mente en zonas postsinapticas y media un efecto vasoconstrictor, mientras que el
o2 puede localizarse en terminaciones presinapticas, en donde actuaria en el con-
trol de la liberacién de noradrenalina en los nervios simpaticos, o en zonas post-
sinapticas mediando un efecto vasoconstrictor. El subtipo B1 interviene en el con-
trol de la velocidad e intensidad del latido cardiaco, y el Bz interviene en la relaja-
cién del misculo liso vascular, uterino y bronquial. Se ha descrito un tercer subti-
po de receptor B-adrenérgico, el Ba, localizado inicialmente en el tejido adiposo
marrén y caracterizado posteriormente en el misculo esquelético (5), que media
la lipolisis y la termogénesis en los adipocitos y en el musculo esquelético.

Los receptores adrenérgicos detectados en misculo esquelético son principal-
mente del subtipo B2, con mayor afinidad por adrenalina que por noradrenalina (6).
Como ocurre en otros tejidos, el nimero de receptores presentes en la membra-
na esta sometido a regulacién por exposicién a agonistas B-adrenérgicos (7).
Otros mecanismos de regulacion de este receptor implican control neural, hormo-
nal (por hormonas tiroideas y glucocorticoides) y por la condicién fisica (8).

Debido a la importancia de los efectos que inducen las catecolaminas, se han
disefiado numerosas drogas capaces de interferir los procesos de biosintesis,
recaptacion en las células nerviosas o degradacion, o que son capaces de unirse
especificamente a alguno de los subtipos de receptores actuando de forma mime-
tica (agonistas) o antagonizando (antagonistas o bloqueantes) el efecto de las
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catecolaminas en el tejido. Como algunas neuronas del sistema nervioso, res-
ponsable ultimo de la coordinacion funcional del organismo, utilizan catecclaminas
como neurotransmisores, los compuestos que interfieren la actividad de las cate-
colaminas, tanto por estimulacién como por inhibicién de funciones neurales, pue-
den producir cambios profundos en el comportamiento del individuo. Algunos tras-
tornos relacionados con la actividad nerviosa, tales como la esquizofrenia, Ia
enfermedad de Parkinson o la depresién profunda, han sido tratados utilizando
compuestos que interfieren con la actividad de las catecolaminas. Algunas aminas
simpéticomiméticas, compuestos con propiedades andlogas a las catecolaminas,
pero con efectos parciales sobre alguna funcién fisiolégica més acusados, tienen
uso terapéutico como broncodilatadores, estimulantes cardiacos o descongestio-
nantes nasales.

Ademas de su actividad terapéutica, entre los compuestos que interfieren la acti-
vidad de las catecolaminas se encuentra un amplio nimero de sustancias que han
sido utilizadas en medios deportivos con la finalidad de incrementar el rendimien-
to en la competicon. Estos compuestos se incluyen en el grupo de los psicoesti-
mulantes y en el de los bloqueantes B-adrenérgicos (una panoramica general
sobre estos compuestos, su mecanismo de accion y su utilizacién en medios
deportives se da en la referencia 9). Los bloqueantes B-adrenérgicos o 3-bloque-
antes, contrarrestan los efectos periféricos cardiovascular y metabélico de la nora-
drenalina, por lo que se utilizan para combatir la hipertension, la angina de pecho
y arritmias. En el deporte se utilizan porque previenen los estados de excitacion
nerviosa y las palpitaciones que suelen preceder a la competicién y que tienen su
origen en un incremento excesivo de la actividad simpatica. Por incremantar la
capacidad de concentracion y reducir la ansiedad precompetitiva su uso ha resul-
tado efectivo en deportes de coordinacién mano-pie-ojos tales como golf, pruebas
de punteria, hipica y saltos de esqui. Sin embargo, en pruebas de potencia o
resistencia, en las que se exige un elevado gasto cardiaco y muscular, su uso
resulta perjudicial.

En época mas reciente han comenzado a utilizarse algunos agonistas B-adrenér-
gicos con la intencion de incrementar el rendimiento deportivo, incorporandose asi
al grupo de los derivados hormonales usados en el deporte como anabolizantes.
Algunos agonistas B-adrenérgicos, como el isoproterenol, se unen tanto a recep-
tores B1 como a Bz, por lo que sus efectos son poco selectivos, mientras que otros
presentan una actividad de unién preferencial a uno de los dos subtipos de recep-
tores. El clenbuterol, por ejemplo, presenta una selectividad elevada para recep-
tores B2, los dominantes en musculo esquelético.

Cuando se suministran a animales de experimentacion agonistas B2-adrenérgi-
cos, se incrementa la proporcién de proteina en el misculo esquelético (10). Esta
actividad anabolizante muscular ha estimulado el interés en estos compuestos
como agentes terapéuticos potenciales para el tratamiento de estados con balan-
ce negativo de nitrégeno. La posibilidad de una utilizacion terapéutica de los ago-
nistas B2-adrenérgicos se ha visto estimulada por la observacién de que estos
compuestos presentan pocos efectos secundarios apreciables y son capaces de
inhibir o revertir la atrofia muscular que se produce en modelos animales de tras-
tornos tales como la desnervacién, la distrofia muscular genética y la malnutricién,
entre otros.
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El clenbuterol es uno de los agonistas B-adrenérgicos con mayor actividad como
anabolizante (11). La administracion de este compuesto en la dieta induce una
respuesta anabdlica muscular (12), que se manifiesta como hipertrofia de ambos
tipos de fibras, lentas y rapidas (13), como consecuencia de una disminucién en
la velocidad de degradacién de proteinas sin que se modifique considerablemen-
te su velocidad de sintesis (12). Las respuestas al clenbuterol de los musculos
inervados y desnervados experimentalmente parecen diferentes ya que este
compuesto es capaz de mejorar o revertir la atrofia inducida por desnervacion del
musculo séleo principalmente gracias a un aumento en la sintesis proteica (14).
Sin embargo, los musculos formados preferentemente por fibras de contraccién
rapida, tales como el extensor de los dedos largos (EDL) parecen responder de
manera diferente al séleo al tratamiento con clenbuterol, lo que es un ejemplo mas
de la diversidad de las respuestas de los dos tipos de musculo a un variado tipo
de estimulos.

A la vista de estos antecedentes, como paso previo a la caracterizacién de los
cambios bioquimicos que el clenbuterol pudiera inducir en diferentes componen-
tes funcionales musculares y no musculares, hemos estudiado los efectos de este
agonista 32-adrenérgico sobre la ganancia de peso corporal y el peso de diferen-
tes tipos de musculo esquelético, miocardio, y de otros 6rganos corporales, anali-
zando ademas la interaccion del tratamiento con dos situaciones diferentes de
ejercicio continuado, en animales sin entrenamiento previo, durante las 2 prime-
ras semanas de aplicacion de un programa de entrenamiento de alta intensidad y
3 meses de duracion, o en animales que ya estén finalizando el programa de
entrenamiento, durante las dos Ultimas semanas de aplicacién del mismo. Un
objetivo adicional de este estudio fué comparar estos efectos con los inducidos
por anabolizantes esteroidicos, que han sido también estudiados en el laborato-
rio, tratando de establecer criterios indicativos de la existencia , o no, de un meca-
nismo de actuacion comin entre ambos grupos de compuestos. Los datos obte-
nidos han puesto de manifiesto que el clenbuterol, en contra de lo que ocurria con
los anabolizantes esteroidicos, manifiesta su actividad miotréfica en individuos
sedentarios, con grados de intensidad mayores en musculos formados por fibras
rapidas que en los constituidos fundamentalemtne por fibras lentas. El ejercicio no
parece interferir las respuestas inducidas por el clenbuterol, aunque puede ocul-
tar la moderada respuesta miotréfica de los musculos lentos al agonista Bz-adre-
nérgico, a medida que empiezan a manifestarse en éstos los efectos troficos del
entrenamiento

MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacion. Se utilizaron 36 ratas Wistar macho con 5-6 sema-
nas de edad y con un peso medio de 166+11 g al iniciarse las sesiones de entre-
namiento en los grupos ejercitados. Los animales se criaron en el estabulario del
Centro de Biologia Molecular en la Universidad Auténoma de Madrid, donde se
mantuvieron en un ambiente controlado con una temperatura de 22-24°C, una
humedad relativa del 50-60% y una periodicidad luz-oscuridad de 12 horas. Se
alojaron en grupos homogéneos de 6 animales por jaula (dimensiones 59 x 39 x
20 cm), segun los tratamientos, con aporte de agua y comida ad libitum. La mani-
pulacién de los animales para su pesado (3 veces/semana) y entrenamiento (5
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dias/semana) se realizé sistematicamente entre la 9 y las 12 de la mafana, mien-
tras que el tratamiento con clenbuterol se realizé 2 veces al dia, después de la
sesion de entrenamiento y entre las 5 y las 7 de la tarde. Tras el periodo de pre-
entrenamiento, se establecieron dos grupos, uno de ellos (n=24) formado por los
animales que permanecieron en reposo por el momento (S, sedentario), y un
segundo grupo (n=12) formado por los animales que iniciaron el programa de
entrenamiento de 13 semanas en tapiz rodante (E). Transcurridas 11 semanas,
cuando las ratas tenian 15 semanas y pesaban 464 g como media, las ratas entre-
nadas se subdividieron en 2 grupos de 6 animales, un grupo sin tratar (E-13c) y el
otro tratado con clenbuterol (E-13cL), y ambos continuaron el programa de entre-
namiento. Las ratas sedentarias se separaron en cuatro grupos, dos que realiza-
ron las primeras semanas del programa de entrenamiento, uno sin tratamiento con
clenbuterol (E-2c) y el otro tratado (E-2cL), y otros dos de ratas que permanecie-
ron sedentarias hasta su sacrificio, uno sin tratamiento con clenbuterol (Sc) y con
tratamiento el otro (Sc).

Tratamientos y entrenamiento en tapiz rodante. El clenbuterol (Sigma
Chemical Co, St. Louis, Mo., USA), se preparé diaramente disolviéndolo en solu-
cion salina fisiologica, se esterilizo por filtracion a través de un filtro de membrana
y se inyecté por via subcutanea, 2 veces al dia durante 14 dias consecutivos, a
una dosis total de 2 mg/kg/dia. Los controles sin tratar recibieron una inyeccion
subcutanea del volumen correspondiente de una solucién salina fisiolégica esté-
ril. La ultima sesién de entrenamiento se realizé 48h antes del sacrificio de los ani-
males y la Ultima administracién de clenbuterol 16h antes. Las ratas se ejercitaron
en una cinta rodante (mod. Li 8706, Letica Scientific Instruments, Barcelona) que
permite la regulacion continua de la pendiente y la velocidad de carrera y dispone
de una unidad de control que proporciona corriente para la rejilla eléctrica utiliza-
da para estimular el ejercicio, a una intensidad regulable, y permite controlar el
tiempo de permanencia bajo shock eléctrico. El programa de entrenamiento que
se aplicé, 13 semanas de duracién, cinco dias por semana (tabla 1), se corres-

Semana Duracién Vel. Pte
(n2%) (min.) (m/min) (%)
1 30 20 0
2 35 20 8
3 40 20 8
4 40 21 8
5 45 21 12
6 45 22 12
7 50 22 12
8 50 22 16
9 55 23 16
10 55 23 16
1 55 23 16
12 60 24 16
13 60 24 16

TABLA 1. Detalle del programa de entrenamiento en tapiz rodante utilizado en los experi-
mentos.
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ponde con el entrenamiento de alta intensidad que se aplicé previamente en el
laboratorio en el estudio de los efectos tréficos de anabolizantes esteroidicos, con
la salvedad de que la pendiente no se incremento por encima del 16% para garan-
tizar un seguimiento mas uniforme del programa de entrenamiento por todos los
animales. No obstante, en la etapa final del entrenamiento, en los casos aislados
en que algdn animal se fatigaba antes de finalizar la sesion de entrenamiento, ésta
se interrumpié de manera individualizada para estos animales.

Extraccion y andlisis de los tejidos. Al finalizar el programa de entrenamiento,
48 h después de la dltima sesion, las ratas se anestesiaron con una inyeccion
intraperitoneal de 50 mg/Kg de Pentothal (thiopental sédico, Abbott). Tras la disec-
cion rapida in vivo de varios misculos de las patas traseras (Extensor de los
dedos largos, EDL; Tibial, TA y Séleo, SO), se hizo una perfusion hepatica con 15
ml de solucion salina fisioldgica fria, se extrajo el higado y se sacrificaron los ani-
males por dislocacién cervical. Se extrajo entonces rapidamente el corazén y los
rifiones, el timo, el bazo y las adrenales. Antes de congelar en nitrégeno liquido,
los érganos se lavaron pasandolos por solucién salina fisiolégica fria, se secaron
por contacto con papel de cromatografia 3MM (Whatman) y se pesaron. Los teji-
dos congelados se conservaron a -80 °C para la realizacién posterior de analisis
bioquimicos.

Analisis estadistico. Los datos se expresaron como valores promedio + des-
viacién estandard del nimero de animales que se indica en cada caso en las
leyendas de las figuras o de las tablas. El andlisis estadistico se realizo
mediante regresion multiple con variables dicotomicas. Las comparaciones
entre grupos se realizaron utilizando el test de la t de Student. Las diferencias
se consideraron significativas cuando p < 0.05, y muy significativas cuando
p < 0.01.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de 2 semanas tratamiento con el agonista B2-adrenérgico clenbuterol
sobre la ganancia de peso corporal y el peso del higado y el rifiién en ani-
males sedentarios o que realizan ejercicio programado, en dos situaciones
diferentes de condicion fisica e intensidad de entrenamiento. En la tabla 2 se
representan las medias de los valores absolutos de las ganancias de peso, junto
con los de los pesos de higado y rifidn, asi como los correspondientes valores
referidos al peso corporal (el peso inicial, en el caso de los valores de ganacia
relativa de peso, y peso del animal en el momento del sacrificio, en los demas
casos), en ratas Wistar macho sin tratar o que han sido tratadas con clenbuterol
a una dosis de 2 mg/kg/dia (en dos inyecciones diarias) durante 14 dias, seden-
tarias o sometidas a actividad fisica programada, en dos situaciones previas dife-
rentes de acondicionamiento fisico y con intensidades de entrenamiento diferen-
tes. Dos de los grupos de ratas ejercitadas, que no habian realizado actividad fisi-
ca previa antes de comenzar el programa de entrenamiento, a excepcion del
periodo de tiempo necesario para su adiestramiento en el funcionamiento del tapiz
rodante, ejecutaron las dos primeras semanas del programa, un grupo en pre-
sencia de clenbuterol y el otro en su ausencia (E2). Los otros dos gupos de ratas
entrenadas realizaron el programa de entrenamiento hasta el comienzo de la
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SEDENTARIOS ENTRENADOS (E2) ENTRENADOS (E13)
CONTROL  CL CONTROL cL CONTROL CcL
Peso (P1, g) 49125 503454 46829 479131 468 £19 471 21
(Pt-Po)/Po’ 2611058 259:0,45  2,48:028 259:031 2321024  2,3210,40

RINON
P.himedo,g  1,43£0,49 1,45%0,13 1472013 1,370,413 147£004 144011
P.Rel. (mg/g) 292:043 295:036 310:028 290:028 328x018 2,97:0,24

HIGADO
P.himedo,g  20,3+38 200%25 201+49 181424 20524 191134
P.Rel. (mg/g) 41,4:85 405:45 42880 376154 445134 40,1:59

" La ganacia de peso corporal (Pr-Po) se representa referida al peso corporal inicial (Po);
“ Peso hidmedo (mg) referido al peso corporal (g). Se representan las medias + des-
viacion estdndard de datos de 11-12 animales en los grupos sedentarios y de 5-6 ani-
males en los grupos entrenados. Como los dos rifiones se han considerado indepen-
dientemente, el nimero de muestras de este érgano es el doble del ndmero de anima-
les utilizados en el estudio. No se observaron diferencias estadisticamente significati-
vas entre los diferentes grupos.

TABLA 2. Ganancia de peso corporal y pesos de higado y rifién en ratas sedentarias o
sometidas a un programa de entrenamiento en tapiz rodante durante las 13 semanas de
duracién del mismo (E13) o solamente durante las dos primeras semanas (E2), en ausencia
de tratamiento (control) o tras administrar una dosis diaria de 2 mg/kg de clenbuterol (CL)
coincidiendo con las dos primeras semanas (E2) o durante las dos Ultimas semanas del pro-
grama (E13).

semana 122 momento en el que se inicio el tratamiento con clenbutrol en uno de
los grupos, mientras que al otro se le inyectd slucion salina fisiologica, y ambos
continuaron el entrenamiento hasta finalizar las 13 semanas del programa (E13).

Como puede observarse en esta tabla, coincidiendo con lo que ya se habia obser-
vado tras la aplicacién de un programa de entrenamiento similar, en conjuncion
con el tratamiento con esteroides anabdlico-androgénicos, el entrenamiento de
alta intensidad no redujo significativamente el peso medio de los animales des-
pués de tres meses de aplicacion del programa (E13), aunque se observa una ten-
dencia en este sentido que se manifiesta en una disminucion de las ganancias de
peso del orden del 5% en los valores medios. Esta diferencia aumenta hasta mas
del 10%, sin todavia alcanzar la significacion estadistica, cuando se consideran
las ganancias referidas al peso inicial de los animales. Sin alcanzar tampoco la
significacién estadistica, esta misma situacion se observa en los animales que han
realizado solamente las dos primeras semanas del programa de entrenamiento.
(tabla 2, E2), lo que indica que se trata de un efecto ligero, que se manifiesta a las
pocas semanas de iniciarse la actividad fisica pero que no progresa a lo largo del
programa de entrenamiento de alta intensidad.
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El tratamiento de 14 dias con clenbuterol no modificé la ganacia de peso corporal de
forma significativa. Tanto si se consideran los valores absolutos como las ganacias
referidas al peso corporal en el momento del sacrifico, no se observaron diferencias
entre los valores medios de los animales tratados con clenbuterol y los controles sin
tratar, ni en los animales sedentarios ni en los ejercitados, con independiencia de la
situacion de acondicionamiento fisico previo. Nuestros datos contrastan con obser-
vaciones anteriores en relacion a la ganancia de peso corporal en animales tratados
con agonistas B-adrenérgicos. Emery y cols. (10), han descrito un incremento signifi-
cativo de la ganancia de peso corporal y de la masa del musculo gastrocnemio, sin
afectar al contendido de grasa corporal, en ratas tratadas durante 16-19 dias con una
dosis diaria de 2 mg/kg de clenbuterol o fenoterol, en dos inyecciones diarias por via
subcutanea, condiciones que coinciden con las utilizadas en este trabajo, con la
excepcion de que en lugar de utilizar triacilglicéridos de cadena media, como vehicu-
lo se empled solucidn salina fsioldgica. Los datos de ganancia de peso corporal que
se dan en éste trabajo se refieren al incremento de peso experimentado por los ani-
males en los tres meses, para incluir tambiém posibles efectos de los dos niveles de
entrenamiento, ademas de los del clenbuterol, asi como las correspondientes inte-
racciones. Aunque en el momento en que se seleccionaron los animales, la disper-
sion del peso medio era pequeiia, ésta aumenta con el tiempo debido a la manifes-
tacion de las diferencias interindividuos, lo que podria ser la causa de que no se
observe el efecto del clenbuterol sobre el peso corporal. Sin embargo, como se indi-
ca mas adelante, se ha observado con toda claridad el efecto miotrdfico, lo que indi-
ca que éste puede producirse sin aumento aparente del peso de los animales, sugi-
riéndose que debe ser a costa de otro componente corporal, probablemnte la grasa.
En el musculo séleo se ha apreciado una disminucion considerabale de los depésitos
grasos (13), lo que podria reflejar un proceso general de cambio de la composicién
corporal inducido por los agonistas B-adrenérgicos, incrementando la masa magra a
costa del contenido graso (15, 16) aunque no parece general para todos ellos ya que
no se ha observado en ratas tratadas con clenbuterol (10). Lamentablemente no se
dispone de datos de composicion corporal para confirmar este extremo.

La aplicacién del programa de entrenamiento, en los diferentes niveles, tampoco
modificé de manera estadisticamente significativa el peso del higado o del rifidn. En
el caso del rifdn, se habia observado previamente que la aplicacién de un programa
de entrenamiento aerdbico, pero no la aplicacion de un programa de entrenamiento
de alta intensidad similar al utilizado en estos experimentos, aunque todavia mas
intenso, incrementaba significativamente el peso de este 6rgano cuando los valores
se expresaban en relacion al peso corporal. Coincidiendo con estas observaciones,
ya a las dos semanas de aplicacion de este programa de entrenamiento se manifes-
ta una tendencia (con un aumento del 6% en el peso relativo del rifidén), que todavia
aumenta hasta aproximadamente un 10%, aunque sin llegar a dar diferencias signifi-
cativas, al final del entrenamiento. Como estas diferencias se observan en los pesos
relativos pero no en los valores absolutos, estos datos sugieren que el aumento del
peso relativo del rifién inducido por el entrenamiento aerdbico, que no alcanza signifi-
cacion estadistica en el ejercicio de de alta intensidad, esta asociado a la disminucion
del peso corporal. El clenbuterol no manifesté efecto renotréfico y, en los animales tra-
tados con clenbuterol desaparece la tendencia a aumentar el peso relativo del rifiidn,
lo que indica que el tratamiento con clenbuterol actla invirtiendo la tendencia del
entrenamiento, probablemente como consecuencia de su efecto anabdlico muscular
que impide la bajada (aunque no significativa estadisticamente) del peso corporal.
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En el caso del higado tampoco se observan diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre los grupos, ni como consecuencia de la aplicacion del programa de
entrenamiento en sus diferentes niveles, ni por los tratamientos con clenbuterol.

Efecto de 2 semanas tratamiento con el agonista B2-adrenérgico clenbuterol
sobre el peso de diversos musculos de las patas taseras y del miocardio en
animales sedentarios o sometidos a entrenamiento, en dos situaciones dife-
rentes de condicién fisica previa e intensidad de entrenamiento. En la figura 1
se representan los valores medios de los pesos humedos y pesos relativos (pesos
referidos al peso corporal en el momento del sacrificio) del misculo extensor de

i
|

M. EDL

S .
‘ % ‘ %
-
‘ % ! %
L C ct,.'c L,  C cL,
E 2 E (13)

Peso himedo [mg x 107%)

0.6

{mg/q)

0.4

Peso relativo

Figura 1. Efecto del tratamiento con el agonista 32-adrenérgico clenbuterol sobre la masa
de musculo extensor de los dedos largos (EDL) en ratas sedentarias o sometidas a ejerci-
cio crénico en dos situaciones de acondicionamiento fisico previo e intensidad del entrena-
miento. El clenbuterol se administré por via subcutdnea, en dos inyecciones diarias de 1
mg/kg cada una, durante 14 dias consecutivos. Se representan los valores promedio + des-
viacion estdndard de los pesos de los musculos en mg o de estos valores referidos al peso
corporal (peso relativo, mg/g} de los grupos de animales sedentarios (R, reposo, n=10-11 por
grupo) o sometidos a ejercicio cronico (n=4-6 por grupo), durante dos semanas, las iniciales
del programa de entrenamiento (E2), o durante las 13 semanas de duracicn del mismo
(E13), en ausencia (Control, C) o tras administrar el clenbuterol durante las dos semanas
anteriores al sacrificio (CL). Como los musculos de ambas patas traseras se consideraron
independisntemente, el nimero de musstras por grupo es el doble del niimero de animales.
*p<0,05, **p<0,01, animales tratados frente a los correspondientes controles sin tratar:
*p<0,05, **p<0,01, animales entrenados frente a los correspondientes sedentarios.

43



Femdndez, E.; Hernando, R.; Ferrdndez, M.® D.; Manso, R.

los dedos largos (EDL), un misculo que en la rata Wistar esta formado casi exclu-
sivamente por fibras rapidas, con una proporcién reducida de las de tipo oxidativo
glucolitico. Contrastando con la observacion realizada en experimentos prece-
dentes de que un entrenamiento de alta intensidad, similar al que se ha aplicado
aunque algo mas intenso, era capaz de incrementar el peso relativo del misculo
EDL (con significacién estadistica en el limite de lo aceptable), con la aplicacién
del presente programa no se han observado cambios significativos en el peso de
este musculo debidos al entrenamiento. Sin embargo, el tratamiento con clenbu-
terol incrementd de manera muy significativa el peso del musculo, tanto si se
expresa como valor absoluto como si se refiere al peso corporal en el momento
del sacrificio. Este incremento, que se produjo también en los animales entrena-
dos, sin que se observen diferencias significativas debidas a la intensidad del
entrenamiento, supone aproximadamente un 25% cuando se consideran los
pesos himedos, que se reduce ligeramente cuando se comparan los pesos rela-
tivos. No obstante, como se puede apreciar en la figura las diferencias son alta-
mente significativas en ambos casos.

El efecto del tratamiento con clenbuterol y del entrenamiento, asi como de la inte-
raccién entre el tratamiento y los entrenamientos, se estudié también en el mus-
culo tibial, también formado preferentemente por fibras de contraccién rapida,
pero con una mayor abundancia de fibras oxidativas. Los datos relativos a este
musculo se representan en la figura 2. La aplicacion completa de este programa
de entrenamiento, como ya se habia observado anteriormente para un programa
similar, no incrementd el peso de este musculo. El clenbuterol, sin embargo, incre-
menté la masa muscular en aproximadamente el 10%, de manera muy significati-
va (p<0,01) cuando se consideran los pesos himedos y de forma significativa
(p<0,05, aproximadamente un 8%) cuando se analizan los pesos referidos al peso
corporal. La intensidad del entrenamiento no parece afectar a la magnitud del
efecto hipertroéfico que induce el clenbuterol.

También se estudio el efecto del tratamiento con clenbuterol, en las diferentes con-
diciones de reposo o entrenamiento, sobre el musculo séleo, un musculo que en la
rata esta formado casi exclusivamente por fibras de contraccién lenta. Aunque el
entrenamiento no llegd a incrementar el valor medio del peso himedo del miscu-
lo séleo de forma significativa, al cabo de las 13 semanas de entrenamiento se
aprecio un incremento del 7% en en los valores promedio del peso muscular.
Cuando se consideran los pesos referidos al peso corporal, la diferencia entre los
valores medios de los grupos sedentarios y entrenados, tras las trece semanas de
entrenamiento, aumentan hasta el 12,5%, resultando estadisticamente muy signifi-
cativas (p<0,01). Resulta interesante la conclusion que puede extraerse de esta
figura de que, a medida que se van manifestando los efectos del entrenamiento
sobre el musculo séleo, van dejando de apreciarse los efectos del clenbuterol. En
los animales sedentarios se observa un incremento significativo (p<0,05) del 10%
en el peso humedo de este musculo por el tratamiento con clenbuterol. Esta dife-
rencia se hace altamente significativa (p<0,01) cuando se consideran los pesos
relativos, a pesar de que la diferencia entre los valores medios es solo del 8%,
como consecuencia de una disminucion considerable en la dispersion de los datos
en el grupo. Este dato puede interpretarse considerando que el musculo séleo res-
ponde con atrofia o hipertrofia a situaciones de descarga o sobrecarga, respecti-
vamente, y que se acomoda de forma precisa al peso corporal.
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Figura 2. Efecto del tratamiento con el agonista 32-adrenérgico clenbuterol sobre la masa del
musculo tibial en ratas sedentarias o sometidas a ejercicio crénico en dos situaciones de acon-
dicionamiento fisico previo e intensidad del entrenamiento. El clenbuterol se administré por via
subcutdnea, en dos inyecciones diarias de 1 mg/kg cada una, durante 14 dias consecutivos. Se
representan los valores promedio + desviacidn estdndard de los pesos de los miisculos en mg o
de eslos valores referidos al peso corporal (peso relativo, mg/g) de los grupos de animales seden-
tarios (R, reposo, n=10-11 por grupo) o sometidos a ejercicio cronico (n=4-6 por grupo), durante
dos semanas, las iniciales del programa de entrenamiento (E2), o durante las 13 semanas de
duracicn del mismo (E13), en ausencia (Control, C) o tras administrar el clenbuterol durante las
dos semanas anteriores al sacrificio (CL). Como los musculos de ambas patas traseras se con-
sideraron independientements, el nimero de muestras por grupo es el doble del nimero de ani-
males. *p<0,05, *’p<0,01, animales tratados frente a los cormespondientes controles sin tratar:
“p<0,05, *p<0,01, animales entrenados frente a los correspondientes sedentarios.

Sin embargo, en los animales que realizaron ejercicio fisico programado durante el
tratamiento, y en los que solamente lo ejecutaron durante las dos primeras sema-
nas del programa, desaparecieron las diferencias entre los grupos tratados con clen-
buterol y sin tratar, tanto si se consideran los valores de los pesos himedos como
los de los pesos relativos. Este resultado parece ser consecuencia de la interven-
cién de dos factores diferentes. En primer lugar, aunque los efectos del clenbuterol
sobre las fibras lentas sean consistentes, la magnitud de este efecto es pequefa si
se compara con lo que ocurre en musculos formados por fibras rapidas (véase fig.1).
Por otro lado, los efectos anabdlicos del entrenamiento en tapiz rodante sobre el
musculo esquelético parecen afectar mas apreciablemente al misculo séleo que a
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musculos formados por fibras rapidas. En los animales entrenados, al producirse
una hipertrofia del musculo séleo por el ejercicio, por pequena que ésta pueda pare-
cer, es suficiente para que los efectos del clenbuterol dejen de manifestarse con sig-
nificacion estadistica ya que éstos no parecen ser aditivos a los del entrenamiento.
Esto permitiria interpretar la desaparicion del efecto del clenbuterol tras dos sema-
nas de entrenamiento. Los efectos del entrenamiento sobre el peso relativo del ms-
culo séleo, tras las 13 semanas de aplicacién del programa (12,4%, p<0,01), tam-
bién se manifestaron en animales tratados durante las dos Ultimas semanas con
clenbuterol (7% sobre el peso medio del musculo séleo de los animales sedentarios
igualmente tratados, p<0,05). Sin embargo dejan de apreciarse diferencias signifi-
cativas debidas al tratamiento con clenbuterol (fig. 3). Estos datos indican que el
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Figura 3. Efecto del tratamiento con el agonista B2-adrenérgico clenbuterol sobre la masa de
musculo sdleo en ratas sedentarias o sometidas a ejercicio cronico en dos situaciones de acon-
dicionamiento fisico pravio e intensidad del entrenamiento. El clenbuterol se administré por via
subcutdnea, en dos inyecciones dianas de 1 mg/kg cada una, durante 14 dias consecutivos. Se
representan los valores promedio + desviacidn estdndard de los pesos de los musculos en mg o
de estos valores referidos al peso corporal (peso relativo, mg/g) de los grupos de animales seden-
tarios (R, reposo, n=10-11 por grupo) o sometidos a ejercicio crénico (n=4-6 por grupo), durante
dos semanas, las iniciales del programa de entrenamiento (E2), o durante las 13 semanas de
duracién del mismo (E13), en ausencia (Control, C) o tras administrar el clenbuterol durante las
dos semanas anteriores al sacrificio (CL). Como los musculos de ambas patas traseras se con-
sideraron independientemente, el nimero de muestras por grupo es el doble del nimero de ani-
males. *p<0,05, *p<0,01, animales tratados frente a los correspondientes controles sin tratar:
*p<0,05, **p<0,01, animales entrenados frente a los cormespondientes sedentarios.
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efecto inducido en el musculo séleo por el tratamiento con clenbuterol y el que indu-
ce el entrenamiento no son aditivos. El anlisis realizado por Maltin y cols. (13) sobre
los efectos del clenbuterol sobre la frecuencia de fibras y el area de los musculo
sdleo y EDL de ratas macho Hooded-Lister de la estirpe Rowett, ha puesto de mani-
fiesto que el clenbuterol actia de manera diferencial sobre las fibras répidas y las
lentas, aumentando la seccién trasnversal de las fibras lentas a los cuatro dias de
tratamiento, cuando todavia no se apreciaron los efectos sobre las fibras répidas,
situacién que se invirtié tras 21 dias de tratamiento. Quizas esta diversidad de res-
puesta dependiente del tipo de fibra sea una de las causas de que en este trabajo,
tras 2 semanas de administracion de clenbuterol por via subcutéanea, se haya obser-
vado una hipertrofia muscular mucho més acusada para elmusculo EDL que para el
sdleo o el tibial. EI fundamento molecular de la diferente sensibilidad de las fibras
répidas y lentas constituye un problema de indudable interés, que espera investiga-
cion en el futuro. Estos datos podrian interpretarse al menos parcialmente asu-
miento que el clenbuterol y el entrenamiento probablemente comparten la ruta de
sefalizacion que induce la respuesta hipertréfica de las fibras lentas pero no de las
rapidas.

Las consideraciones que se acaban de realizar en relacion a los efectos del clen-
buterol y del entrenamiento sobre las fibras lentas del musculo séleo, parecen
poderse extender a las fibras musculares cardiacas. En la figura 4 se dan los
datos de los efectos de los diferentes niveles de actividad fisica y del tratamiento
con clenbuterol sobre los pesos himedos y pesos relativos del miocardio. Se
observa una gran similitud con los datos correspondientes al musculo séleo.
Solamente en los animales sedentarios el tratamiento con clenbuterol resulté en
un aumento estadisticamente significativo (11%, p<0,05) del peso del miocardio,
mientras que en los animales ejercitados los grupos de animales tratados y no tra-
tados no mostraron diferencias estadisticamente significativas. La aplicacién del
programa de entrenamiento completo (E13) también incrementé el peso relativo
del miocardio en los animales sin tratar (12%, p<0,01) aunque, en contra de lo que
se observaba en el musculo séleo, no se observaron diferencias estadisticamen-
te significativas entre los grupos sedentarios y entrenados tratados con clenbute-
rol. La interpretacion de estos resultados debe hacerse probablemente en el
mismo contexto de las realizadas en relacién con los efectos del clenbuterol sobre
el misculo séleo.

Efecto de la administracion de agonista B2-adrenérgico clenbuterol en ani-
males sedentarios o en dos situaciones diferentes de aplicacién de un pro-
grama de entrenamiento intenso, sobre el peso de los érganos linfaticos
timo y bazo y las capsulas adrenales. Como se ha descrito anteriormente (tra-
bajo precedente, 17), los 6rganos linfaticos y las glandulas adrenales resultaron
extraordinariamente sensibles a los tratamientos con los anabolizantes esteroidi-
cos estanozolol y decanoato de nandrolona, por lo que se consideré de interés
estudiar también el efecto del tratamiento con clenbuterol sobre el peso de estos
érganos. Como puede observarse por los datos que se representan en la tabla 3,
el clenbuterol, como el entrenamiento, solo medificé el tamafio del timo, sin que
se hayan observado efectos estadisticamente significativos, sobre el peso de las
adrenales o del bazo. El efecto sobre el timo, en los animales sedentarios, supo-
ne una reduccién en un 80% en los valores promedio del peso. El entrenamiento,
al parecer de forma independiente de la intensidad, también redujo el peso del
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Figura 4. Efecto del tratamiento con el agonista 32-adrenérgico clenbuterol sobre la masa
del miocardio en ratas sedentarias o sometidas a ejercicio cronico en dos situaciones de
acondicionamiento fisico previo e intensidad del entrenamiento. El clenbuterol se administrd
por via subcutdnea, en dos inyecciones diarias de 1 mg/kg cada una, durante 14 dias con-
secutivos. Se representan los valores promedio = desviacidn estdndard de los pesos de los
musculos en mg o de estos valores referidos al peso corporal (peso relativo, mg/g) de los
grupos de animales sedentarios (R, reposo, n=10-11 por grupo) o sometidos a ejercicio cro-
nico (n=4-6 por grupo), durante dos semanas, las iniciales del programa de entrenamiento
(E2), o durante las 13 semanas de duracion del mismo (E13), en ausencia (Control, C) o
tras administrar el clenbuterol durante las dos semanas anteriores al sacrificio (CL). Como
los musculos de ambas patas traseras se consideraron independientements, el ndmero de
muestras por grupo es el doble del nimero de animales. *p<0,05, **p<0,01, animales trata-
dos frente a los correspondientes controles sin tratar: *p<0,05, **p<0,01, animales entrena-
dos frente a los correspondientes sedentarios.

timo en aproximadamente un 50%, pero este efecto no fué aditivo al del clenbu-
terol. Esto sugiere que el entrenamiento y el clenbuterol podrian actuar sobre el
timo por mecanismos coincidentes, sugiriendose la participacion de los receptores
R2-adrenérgicos en algunas de las respuestas fisiolégicas al sjercicio.

Merece la pena resaltar que, como se deduce de la comparacion de los efectos del
clenbuterol con los de los anabolizantes esteroidicos, ambos grupos de compues-
tos presentan efectos similares sobre el timo, reduciendo su peso de forma drama-
tica a valores inferiores al 20% de los controles sin tratar. La magnitud de estos efec-
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SEDENTARIOS EJERCITADOS (E2) EJERCITADOS (E13)
CONTROL CcL CONTROL CL CONTROL CL
Bazo 956 +27 1058 £50 1024 £ 39 1021 = 47 999 + 12 978 £ 6
Timo 596 +53 123 £ 34™ 322 =+ 74* 109 = 16** 293 + 9" 81 x11**
Adrenales 69 14 55+28 64 +8 63+3 61+ 16 46 x5

Los valores de los pesos se expresan en mg. Se representan medias + sd de 9a 11
animales en los grupos sedentarios y 5 animales en los entrenados. * p<0.05, **
p<0.01 tratados vs sin tratar; » p<0,05, » p<0,01 entrenados vs sin entrenar.

TABLA 3. Modificaciones en el peso de los érganos linfiticos timo y bazo y de las cépsu-
las adrenales observados en ratas Wistar macho tras la administracién de 2 mg/kg/dia del
agonista b2-adrenérgico clenbuterol (CL), en dos aplicaciones durante 14 dias consecutivos,
en animales sedentarios o que participan en un programa de entrenamiento en tapiz rodan-
te de 13 semanas de duracién, al iniciar el entrenamiento (E2) o en las dos tltimas sema-
nas del mismo.

tos es muy superior, en ambos casos, a la de los efectos de los diferentes tipos de
actividad fisica que se han analizado, que llevan a una reduccion del peso del timo
del 50-60% (tabla 3 en este trabajo y 17). La sensibilidad de este érgano linfatico a
ambos tipos de anabolizantes, debe tener su explicacion en la existencia de recep-
tores en las células inmunitarias, particilarmente los linfocitos, que reconocen a
estos productos activos o a otros mensajeros inducidos por ellos en el organismo o
que derivan de ellos. Los linfocitos parecen presentar receptores de hormonas
esteroidicas que podrian justificar el efecto de los andrégenos (18), asi como
receptores adrenérgicos, cuya densidad puede regularse por las catecolamainas
(19), que podrian justificar los cambios en la distribucién de linfocitos (20), las
modificaciones de la respuesta inmune por el ejercicio (21, 22), y los efectos de
agonistas B-adrenérgicos sobre érganos linfaticos, como el que aqui se describe.
Sin embargo, no resulta evidente la forma en que la activacion de los receptores
adrenérgicos por el clenbuterol y de los receptores esteroidicos por los esteroides
anabdlicos androgénicos, puede conducir a una respuesta comuin que comienza
con una disminucién drastica del peso del timo. Por la importancia que el sistema
inmune tiene en la situacion general del individuo y, por lo tanto, en su respuesta
al entrenamiento, y viceversa, el analisis de la interaccion de factores hormonales
con el sistema inmune constituye un aspecto de indudable interés en el que mere-
ce la pena profundizar.

CONCLUSIONES FINALES

El estudio de los efectos de un tratamiento de 14 dias consecutivos con el ago-
nista B2-adrenérgico clenbuterol sobre el desarrollo corporal y el peso de diferen-
tes drganos, en ratas Wistar macho sedentarias o ejercitadas en tapiz rodante en
dos situaciones diferentes de acondicionamiento fisico previo e intensidad de
entrenamiento, ha puesto de manifiesto que el clenbuterol es un agente anaboli-
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zante muy efectivo para los muisculos esqueléticos formados preferentemente por
fibras répidas, siendo su efectividad mucho mas reducida para musculos en los
que la proporcion de fibras de contraccién lenta es elevada, como el musculo
sdlec. Sin embargo, los efectos miotréficos del entrenamiento en tapiz rodante
afectaron al misculo séleo de manera més acusada que a los musculos formados
por fibras rapidas. La conclusién practica de este hecho es que la ejecucion de
una actividad fisica programada en presencia de clenbuterol, conduce a la hiper-
trofia tanto los musculos formados por fibras rapidas (debido al tratamiento) como
los formados por fibras lentas que participan en la actividad fisica (fundamental-
mente por el ejercicio). El miocardio respondid al tratamiento con clenbuterol de
forma muy parecida al musculo séleo, observandose un efecto del tratamiento en
los animales sedentarios que desaparece al irse haciendo aparentes los efectos
del entrenamiento. Asi pués, el efecto miotréfico del clenbuterol difiere del obser-
vado con los anabolizantes esteroidicos en que el agonista B2-adrenérgico es
capaz de inducirlo en animales sedentarios y, dependiendo del tipo de fibras, tam-
bién en los entrenados. Ambos grupos de anabolizantes coinciden, sin embargo,
en reducir muy significativamente el peso del timo, aunque el clenbuterol no mos-
tré ningun efecto sobre el peso del bazo ni de las adrenales, que también se vie-
ron afectadas por los anabolizantes esteroidicos. De todos estos datos se conclu-
ye que el clenbuterol puede inducir un efecto miotréfico elevado en tan solo 2
semanas de tratamiento, que no es aditivo a los efectos del ejercicio pero que se
complementa con éste en el entrenamiento en tapiz rodante por ser su eficacia
mayor sobre las fibras menos sensibles al entrenamiento. Con la excepcién de lo
indicado para el timo, no se han observado otros efectos tréficos sobre érganos
formados por tejidos no musculares. Como se indicaba en el trabajo precedente
para los esteroides anabdlico-androgénicos, se hace preciso el desarrollo de ana-
lisis bioquimicos detallados para excluir la existencia de etectos sobre otros orga-
nos que no podrian ponerse de manifiesto por una observacién puramente mor-
folégica, asi como para entender las respuestas mediadas por estos receptores
en el contexto de los procesos de adaptacion al entrenamiento.
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Resumen: El objetivo principal del presente trabajo ha sido estudiar el estado
inmunolégico de una serie de deportistas de alta competicion o de “élite” (piraguis-
tas, judocas, atletas, ciclistas y jugadores de baloncesto) en situacién de descanso
dentro de unos programas de entrenamiento concretos, en comparacién con el
estado inmunoldgico de individuos que realizan ejercicio de forma regular y mode-
rada (estudiantes del INEF) y con el de personas sedentarias sanas de edades
semejantes (controles). Para ello, se extrajeron muestras de sangre en las que, una
vez separadas las poblaciones de linfocitos y de polimorfonucleares neutréfilos se
valoraron en las mismas, sus funciones mas caracteristicas. Asi en los linfocitos
se estudié la capacidad de respuesta proliferativa a mitégenos mediante el test de
transformacion linfoblastica. En neutrdfilos se valoré algunas de las etapas mas
tipicas del proceso fagocitico, como la adherencia a endotelio vascular, la movili-
dad dirigida o quimiotaxis, la capacidad de ingestion de particulas extrafas, y la
capacidad de destruccion del material fagocitado mediante la produccién de radi-
cales libres de oxigeno, concretamente el ién superéxido.

Ademas se valoraron los niveles plasmaticos de algunas de las “hormonas del
estrés” como cortisol, ACTH y B-endorfina.

Por ultimo, se midieron los niveles de defensas antioxidantes vitaminicas (vitami-
nas. C y E, mediante HPLC) y enzimaticas (SOD) asi como un indicador de la
peroxidacion lipidica (MDA) en las células indicadas.

En uno de los deportes, ciclismo, tuvimos la oportunidad de disponer de muestras de
sangre en dos ocasiones, de forma que pudimos valorar el efecto de un aumento en
la intensidad del entrenamiento sobre los parametros mencionados anteriormente.
Los resultados sugieren que, en general, los deportistas de élite estudiados pre-
sentan una cierta inmunodepresion asociada, sobre todo, a los linfocitos, aunque
también a algunas actividades de los neutrdfilos, mientras que el ejercicio realiza-
do de forma regular y moderada induce una estimulacion de la respuesta inmune.

Palabras clave: alta competicion, ejercicio fisico, entrenamiento, linfocito, neutro-
filo, linfoproliferacion, funcion fagocitica, estrés, antioxidantes.
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1. INTRODUCCION

1.1. ESTRES, EJERCICIO FISICO Y SISTEMA INMUNE. INTERACCION NEU-
ROINMUNOENDOCRINA

El Sistema Inmune (Sl), el encargado del reconocimiento de lo propio frente a lo
extrano y de la destruccion de esto Ultimo, representa el sistema de defensa del orga-
nismo animal y esta constituido por gran variedad de células, cada una de las cuales
con una funcién determinada pero que actuan estrechamente relacionadas entre si.

A partir de estudios realizados tanto en humanos como con distintos modelos de
animales de experimentacién, se ha observado que la influencia del ejercicio fisi-
co sobre el S| puede estar condicionada por el tipo, la intensidad y duracion del
mismo, asi como por la forma fisica de quien lo realiza (sedentario, entrenados,
atletas de alta competicion, etc.) y en que condiciones (caracteristicas ambienta-
les, presiones debidas a la alta competicién, etc) se lleva a cabo.

En general, desde hace tiempo y en la actualidad, existe la creencia de que la rea-
lizacion de actividades fisicas es beneficioso para la salud mientras que un esta-
do sedentario, es perjudicial. Desde el punto de vista del S se podrian hacer dife-
rentes matizaciones en relacién a esa creencia popular ya que hay bastantes evi-
dencias sobre el hecho de que ejercicios intensos y de larga duracién, deportes
duros, sesiones prolongadas de entrenamiento, competiciones, etc., son perjudi-
ciales para dicho Sl (1,2). En este sentido parece que el S| ha de responder ante
la situacion de estrés fisiologico y psicolégico que significa el entrenamiento y la
competicién, de manera proporcional a la duracién e intensidad de los mismos
(1,3) , y lo que ocurre es que se produce una importante inmunodeficiencia que
hace a los deportistas mucho mas susceptibles a infecciones y que puede aumen-
tar, ademas, la severidad de ciertas enfermedades (2,4).

Por otro lado, aunque no hay demasiados estudios sobre los efectos del ejercicio
moderado, estos podrian aumentar la competencia inmune y o bien no modificar-
la o producir efectos beneficiosos para la misma y por tanto, para la salud (5,6).

En cuanto a los trabajos existentes sobre la relacién entre ejercicio fisico y Sl, la
mayoria hace referencia Unicamente a los cambios cuantitativos que sufren la
células inmunocompetentes como consecuencia de dicho ejercicio y, aln asi, no
hay un acuerdo generalizado al respecto. Dependiendo del tipo, intensidad y dura-
cion del ejercicio, del estado de entrenamiento de los individuos, y del momento
en el que se extraen las muestras para llevar a cabo la cuantificacion, se han des-
crito todos los posibles resultados, bien sean aumentos, descensos e incluso
ausencia de cambios en el nimero de las diferentes poblaciones y subpoblacio-
nes celulares. Muchos de estos trabajos han sido relacionados en diversas revi-
siones y en trabajos como los de Simon (7), Nieman y cols. (8), Tharp y Preuss
(9), Barriga y cols.(10), entre otros. A pesar del desacuerdo hay cierta tendencia
a mostrar que los niveles de linfocitos y granulocitos circulantes aumentan rapi-
damente con el ejercicio fisico (6,11,12,13).

En lo referente a los estudios sobre el efecto del ejercicio fisico en la funcionali-
dad de las células inmunes, estos son mas escasos, puntuales y Unicamente se
han empezado a llevar a cabo en los Ultimos afos.
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Cuando hablamos de la funcion de los linfocitos, son muchos los autores que
sugieren que puede encontrarse temporalmente disminuida. La valoracién de la
funcién linfocitica con el ejercicio se estudia habitualmente mediante ensayos que
analizan la capacidad proliferativa de estas células en respuesta a antigenos o
mitégenos especificos. Las valoraciones se efectuan a través del test de transfor-
macion linfoblastica, detectandose la sintesis de ADN, la transformacion blastica
y la proliferacién de los linfocitos.

La mayoria de las investigaciones relacionadas con este punto indican que, inme-
diatamente después de realizar un ejercicio, la transformacion linfoblastica anali-
zada “ex vivo” en respuesta a mitégenos disminuye, tanto en humanos como en
animales de experimentacion(1,8,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26). Sin
embargo, también hay algunos autores que encuentran que esta funcion esta
aumentada (6,27,28).

En cuanto al efecto del ejercicio sobre la capacidad de sintesis de inmunoglobuli-
nas de los linfocitos B y las células plasmaticas subsecuentes a su activacion, en
general, parece que no se producen diferencias en dicha capacidad de sintesis
con el ejercicio en relacién a la presente en los individuos sedentarios(17,29). No
obstante, algunos autores como Pedersen (6) , Verde y cols. (19), Mackinnon y
Jenkins (30) y Mackinnon y cols. (31) sugieren que el ejercicio induce una dismi-
nucién de IgG, IgA e IgM.

En relacién a la funcionalidad de las células fagociticas, aspecto de la res-
puesta inmune poco estudiado en general y en particular en las variaciones con el
ejercicio fisico, los resultados obtenidos son también bastante contradictorios.
Este hecho se debe en parte, a la metodologia utilizada para el anélisis de las dis-
tintas actividades de estas células, ademés de las debidas a las diferencias en los
protocolos de ejercicio y los individuos estudiados, como ya se ha comentado.

Las células fagociticas (principalmente PMNs neutréfilos y monocitos en sangre
circulante y macréfagos en diferentes localizaciones tisulares) tienen como fun-
cion mas representativa la actividad que les da el nombre: |a fagocitosis, la cual
engloba un complejo proceso consistente en varias etapas mas o menos conse-
cutivas en el tiempo. Estas etapas secuenciales son: adherencia al endotelio vas-
cular o a los tejidos; quimiotaxis o movimiento del fagocito hacia el foco de infec-
cion inducido por un gradiente de quimioatrayente; unién e ingestién del material
extrafo y finalmente, destruccién del mismo en el interior del fagocito.

Los resultados obtenidos por los diferentes investigadores muestran, en general,
una estimulacion de esa actividad fagocitica aunque la estudien en distintos pro-
tocolos de ejercicio (sedentarios sometidos a ejercicio extenuantes, entrenados,
deportistas, etc.). Esta estimulacion se ha detectado tanto en humanos como en
animales de experimentacion (12,32,33,34,35,36,37,38,39,40).

Los mecanismos por los que se producen estas variaciones de la funcion imnune
con el ejercicio y la actividad fisica no estan claros, pero se sabe que intervienen
gran cantidad de hormonas, citocinas y factores que se liberan durante la realiza-
cion fisica. Entre ellos se pueden destacar los corticosteroides (cortisol o corticoste-
rona) (41,42,43,44), catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) (43,44), B-endorfi-
na (45,46,47), interleucinas (IL-1, IL-2 e IL-6) (13,33,34,48,49,50) e interferon (49).
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Para poder explicar estos mecanismos es necesario tener en cuenta el papel que
sobre el Sl juega el estrés inducido por dicha actividad fisica. Ademas no se trata
solo de un estrés fisiolégico y bioquimico, sino también un estrés psicoldgico (51),
que puede producirse cuando el ejercicio se realiza de forma profesional y se trata
de deportes de alta competicién. Debemos tener presente que el ejercicio fisico
constituye un modelo de estrés clasicamente establecido (52), y por tanto su rea-
lizacion promueve una serie de modificaciones transitorias en los diferentes siste-
mas de regulacion: el sistema nervioso (SN), el sistema endocrino (SE) y el Si que
conjuntamente juegan un importante papel en la adaptacion biolégica, contribu-
yendo al mantenimiento de la homeostasis animal. En el caso de una practica
deportiva regular y de cierta intensidad, estos sistemas pueden dar paso a meca-
nismos adaptativos de caracter mas o menos permanente.

Ademas, aunque durante mucho tiempo se ha pensado que el S| funcionaba de
forma autonoma hoy se sabe que actua en total comunicacion con los sistemas
reguladores clasicos: el SN y el SE.

Los primeros abordajes sobre la relacion del Sl y el SN se remontan a los estu-
dios de Sir Thomas Lewis (53) y a los trabajos de Selye sobre Sly estrés cuan-
do, en 1936 (54), describié el “Sindrome General de Adaptacién”. Segun Selye,
este sindrome abarcaba el conjunto de cambios orgénicos que entran en juego
como respuesta del organismo a toda una serie de estimulos nocivos (estresan-
tes) y que incluyen aumento del tamafo adrenal, involucién del timo, disminucién
de la masa de los drganos linfoides y Ulceras gastrointestinales. La palabra
“estrés” la introdujo el propio Selye para indicar esa respuesta del organismo en
una determinada situacién que tienden a alterar el equlibrio fisiolégico normal u
homeostasis, mientras que el término “estresante” hacia referencia al estimulo o
agente nocivo (55). La primera demostracion de la existencia evidente de esa rela-
cion entre el SN y el S| se debe a Besedovsky y cols. (56) al observar el efecto
inmunosupresor del cortisol.

En los ultimos afos se ha comprobado a través de toda una serie de trabajos que
tal comunicacién entre los sistemas reguladores es bidireccional y que tienen
receptores y mediadores comunes (57,58,59). Esto ha llevado a plantear el Si
como o6rgano sensorial para estimulos de tipo no cognocitivo como virus, bacte-
rias, etc., en estrecha interconexién con el SN, érgano receptor de estimulos cog-
nocitivos de tipo luminico, quimico y por supuesto de situaciones de estrés. En
este sentido, no solo las influencias neuroendocrinas modifican el Sl, sino que
también el S| media una gran variedad de efectos psicofisioldgicos.

Puesto que los érganos linfoides primarios (timo, médula ésea) y los secundarios
(bazo, nédulos linfaticos y tejidos linfaticos asociados al intestino) estan ricamen-
te inervados e irrigados, es posible la llegada de mediadores nerviosos y endocri-
nos a las células inmunocompetentes (60), las cuales tienen receptores para
numerosos neurotransmisores y hormonas, que pueden llevar a cabo efectos
inmunomoduladores que para muchos de esos mediadores ya han sido demos-
trados. Ademas, moléculas como la adrenocorticotropa (ACTH), endorfinas, TSH,
GH, VIP, PRL, somatostatina, FSH y LH no sélo ejercen numerosos efectos inmu-
norreguladores si no que pueden ser producidas por los leucocitos. De hecho las
células inmunes no sélo poseen receptores para esos neuropéptidos si no tam-
bién para los factores que inducen la expresion en el Sistema Neuroendocrino
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(SNE) de muchos de ellos, como el CRF, GHRH o TRH (58,61,62). Pero también
los efectos que producen estos mediadores nerviosos y endocrinos en el Sl pue-
den repercutir a su vez en el SN y SE ya que citocinas producidas por células
inmunes son moléculas senal (“inmunotransmisores”) que pueden actuar sobre el
SNE y concretamente en el eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA) en el cual se
presentan receptores para las mismas (63).

En base a todas estas evidencias y a otras hechas, como la presencia de factores
embrioldgicos, estructurales, de conducta, clinicos y farmacoldgicos que muestran
una interaccién entre los sistemas nerviosos e inmune y la existencia de analogi-
as estructurales entre los antigenos de membrana de las células del Sl y SE,
Homeo-Delarche y Dardenne (64) argumentaron la realidad de una red inmuno-
neuroendocrina en el organismo animal.

Aln asi, todavia no se pueden especificar los mecanismos bajo los que se pro-
duce la relacién funcional entre el SN y el Si, asi como tampaco,el significado fun-
cional de las conexiones neuroanatémica, neuroquimica y neuroendocrinas entre
el cerebro y el S| (65).

Una consecuencia directa de la interaccién entre los Sistemas Neuroendocrino e
Inmune es la aumentada sensibilidad de la respuesta inmune al estrés (66).

Clasicamente los sistemas encargados de mediar las respuestas fisiolégicas al
estrés son: a) el sistema adrenocortical, concretamente en su capacidad de secre-
tar glucocorticoides y b) el sistema simpatoadrenal, con su secrecion de catecola-
minas. Por tanto, en este contexto de la interacion neuroinmunoendocrina (NIE) es
interesante repasar brevemente el efecto de esas sustancias (glucocorticoides y
catecolaminas) sobre algunos parametros de la inmunidad.

La respuesta adrenocortical al estrés, responsable de la secrecién de glucocorti-
coides, estd mediada via SNC. El estimulo de estrés causa alteraciones bioqui-
micas en células del hipotalamo que dan lugar a la secrecién de CRF, el cual indu-
ce la secrecion de ACTH en la pituitaria. Esta hormona incide en las células de la
corteza suprarrenal, liberandose los glucocorticoides. Los glucocorticoides circu-
lantes (corticosterona o cortisol) modulan muchas funciones en el organismo
como la utilizacién de la energia, tono cardiaco, inhibicién de ciertas funciones del
Sl asi como ejercen una regulacién, basada en el establecimiento de un “feed-
back” negativo, sobre las células neurosecretoras hipotaldmicas y las células cor-
ticotropas de la pituitaria en el eje HPA. .

El efecto inmunosupresor de los glucocorticoides es una de los consecuencias fina-
les del “loop” regulatorio que se establece en respuesta al estrés (67,68,69,70,71).
Segun estos Ultimos autores, los corticosteroides modifican la intensidad del Sl
mediante mecanismos altamente especificos a multiples niveles, incluyendo la
expresion genética, transcripcion, transduccién, procesamiento post-transduccional
y secrecion de proteinas; también a nivel de proliferacion y diferenciacién de células
progenitoras. El efecto de los glucocorticoides sobre las células diana depende de
la concentracion, duracion de la exposicion y tipo de glucocorticoide. Los efectos
también varian dependiendo del subtipo de receptor al cual se une el esteroide, del
estado de diferenciacion de la célula diana, y del periodo de exposicién de los glu-
cocorticoides en relacion a la exposicion a estimulos antigénicos o mitogénicos.
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En humanos, los glucocorticoides inhiben la acumulacion de eosindfilos, macré-
fagos y neutréfilos en los sitios de inflamacién, incrementan el nimero de neutrd-
filos circulantes, pero reducen el numero de linfocitos, monocitos y eosindfilos. La
linfopenia observada parece ser debida a una selectiva redistribucién de los linfo-
citos y a procesos de linfolisis. De hecho también afectan a la linfopoyesis timica
(67,72).

A nivel celular, inhiben las funciones de las células inflamatorias (72,73) y afectan
a las interacciones de esas células en los sitios de inflamacién (74). Los gluco-
corticoides inhiben la cascada de la respuesta inmune, virtualmente a todos los
niveles, incluyendo la presentacion antigénica del macréfago al linfocito (75), pro-
liferacion linfocitica y diferenciacion de linfocitos a células efectoras: linfocitos
colaboradores y citotéxicos, células NK y células B formadoras de anticuerpos.
Los glucocorticoides disminuyen la inmunidad antitumoral producida via monoci-
to-macréfago (76,77). Estos Ultimos autores proponen como via de disminucién de
la actividad inmune en monocitos y macrofagos, la inhibicion del metabolismo del
acido araquiddnico en estas células. En leucocitos, en general, y en otros tipos de
células, estas hormonas promueven la sintesis de lipocortina 1, la cual regula
negativamente la actividad de linfocitos, polimorfonucleares (PMNs), monocitos y
macréfagos (78).

Ciertos parametros de la inmunidad pueden estar influenciados por otros media-
dores neuroendocrinos del estrés, tales como las catecolaminas y opiaceos
enddgenos, via receptores especificos que estan presentes en los linfocitos y
macréfagos. Estos mediadores influyen en el Sl. Asi, ciertas funciones de los lin-
focitos Ty B y de las células NK pueden ser inhibidos o estimulados por hormo-
nas del estrés como las B-endorfinas y met-encefalinas (66).

Las catecolaminas pueden reducir el “pool” de linfocitos circulantes y la respues-
ta proliferativa a mitégenos de dichos linfocitos, pueden bloquear la actividad cito-
litica de los macréfagos, y aumentar o suprimir la respuesta primaria de los anti-
cuerpos (66).

A nivel del S|, el mediador mas importante en la respuesta inmune al estrés es una
citocina, la IL-1, también fundamental en los procesos de infeccién y respuesta
antigénica que no solo estimula el eje HPA, sino que ademas produce una gran
variedad de efectos en el cerebro (79,80,81).

Por tanto, la respuesta neuroinmunoendocrina al estrés nos da un ejemplo de
como los tres sistemas pueden responder a un estimulo fisiolégico como algo inte-
grado. La hormona liberadora de corticotropina, CRH, y la IL-1, son los dos prin-
cipales componentes implicados en la requlacién al estrés por este circuito,
encontrandose receptores de membrana para ellos en pituitaria, cerebro y bazo
(82,83,84).

1.2. EJERCICIO, RADICALES LIBRES Y ANTIOXIDANTES
Los radicales libres de oxigeno, productos del metabolismo del oxigeno, pueden

intervenir en muchos procesas pataldgicos y de dafio en general. Asi es bien
conocida su participacién en el proceso de envejecimiento y, por tanto, los antio-
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xidantes, compuestos capaces de neutralizar dichos radicales libres, pueden ser
importantes a la hora de evitar o retrasar tales danos.

Se cree que la practica habitual de un ejercicio o deporte de tipo aerobio a nivel
profesional, acelera el proceso normal de envejecimiento reduciendo la longevi-
dad (85,86,87,88). El papel del ejercicio en la produccién y eliminacién de los radi-
cales libres no esta claro. Aln asi, hay evidencias recientes que sugieren que el
elevado consumo de oxigeno puede aumentar la actividad de los radicales libres
y la peroxidacion lipidica (89,90,91,92,93), incrementando el dafio a los tejidos
(94). Lo que si parece claro es que el tipo, duracién e intensidad del ejercicio, asi
como el estatus de entrenamiento, afectan a la actividad de los radicales libres.
Estas mismas evidencias indican que el estrés oxidativo asociado a la actividad
de los radicales libres inducida por ejercicio parece que es mas tolerado por los
individuos entrenados en ejercicios de intensidad moderada (93), que cuando se
trata de un ejercicio extenuante (90,95).

Se sabe que un elaborado sistema de defensa antioxidante provee de varios gra-
dos de proteccion celular contra los radicales libres en todas las especies. Dichos
sistemas de defensa antioxidante incluyen compuestos quimicos capaces de “eli-
minar” las especies reactivas de oxigeno (vitaminas E y C, B-caroteno, glutation y
otros compuestos tidlicos) asi como una serie de enzimas especializadas en la
reduccion de los radicales libres a especies mas estables. Las tres enzimas mas
importantes son la superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation pero-
xidasa (GPx). Otras enzimas tales como la glutation reductasa (GR), glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y glutation S-transferasa (GST) apoyan a las
enzimas antioxidantes primarias suministrando substratos o reduciendo equiva-
lentes (96).

A pesar de los cambios producidos por los radicales libres inducidos por el ejerci-
cio, hay un lado positivo en este estrés oxidativo asociado al ejercicio regular y es
que se ha descrito que determinados componentes de este sistema de defensa
antioxidante aumentan en tejidos entrenados después de ejercicios regulares
(92,93,96,97,98,99).

A continuacién repasaremos brevemente la influencia de los antioxidantes vitami-
nicos sobre el Si, ya que parece que juegan un papel fundamental en el manteni-
miento de la homeostasis y en la funcionalidad de dicho sistema.

1.2.1. Antioxidantes vitaminicos y Sl

Las células inmunes, a través de la generacion de radicales libres de oxigeno, lle-
van a cabo importantes funciones, como la activacién de leucocitos (100), los pro-
cesos de inflamacién (101), la actividad de destruccion de células extrafias a tra-
vés del proceso citotéxico,etc. Pero estos radicales de oxigeno que permiten esas
funciones tienen que ser eliminados por los antioxidantes celulares para evitar sus
efectos daninos en las propias células inmunes.

Vit. E: 6 tocoferol es el antioxidante liposoluble mas importante en las células
(102). Segun ciertos autores (103,104), la deficiencia de dicha vitamina provoca
una serie de cambios funcionales en el Sl como la disminucién de la capacidad
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quimiotactica y de ingestién de particulas por los PMNs neutréfilos. Ademas, dicha
deficiencia también produce pérdida en la capacidad de union y digestion de bac-
terias (105), asi como en la actividad enzimatica antioxidante de los fagocitos
(106) y en la respuesta proliferativa de los linfocitos (107). Por el contrario, la
suplementacion con vitamina E aumenta el niumero de células inmunes en deter-
minadas Jocalizaciones como sucede con los macréfagos alveolares asi como
estimula la actividad fagocitica de los mismos (108), y la respuesta proliferativa de
los linfocitos (109). En recientes estudios con animales de experimentacion tam-
bién se ha visto que la vitamina E aumenta la respuesta de ciertos anticuerpos a
determinados antigenos, que mejora la resistencia a la infeccién y que incremen-
ta la inmunidad humoral y celular (109,110,111). Por tanto, las evidencias experi-
mentales apuntan a que la suplementacién con vitamina E estimula la respuesta
inmune (112). Las células fagociticas toman la vitamina E del medio extracelular
siendo capaces de concentrar grandes cantidades que provocan la inhibicién de
la fosfolipasa A2 y la ciclooxigenasa en dichas células (113). Por este motivo, la
estimulacion inmune producida por la vitamina E parece unida a la normalizacion
de la membrana lipidica en linfocitos (114).

Vit C: o acido ascérbico, también juega un importante papel en la funcién de las
células inmunes, tanto fagocitos (115,116) como en linfocitos (117,118). Ademas,
la evaluacion del contenido de acido ascdrbico en los leucocitos ha sido conside-
rado como el indice mas real del estado nutricional de los tejidos en humanos,
mas que el contenido plasmatico (119,120).

Los linfocitos muestran una elevada capacidad de concentracion de acido ascér-
bico, mayor que granulocitos y plaquetas (121). Esta alta concentracién de vit C
sugiere que debe tener un importante papel en la funcion fisiolégica de estas célu-
las. De hecho se ha visto que el acido ascérbico aumenta la respuesta linfoproli-
ferativa al mitégeno PHA, tanto in vivo (122) como in vitro (117). Ademas, la depri-
vacién de acido ascérbico conlleva una severa deficiencia funcional en las células
T que puede ser corregida con suplementacion (123).

Los neutrdfilos también son capaces de acumular grandes cantidades de vit. C
cuando hay concentraciones fisiolégicas en el medio extracelular, aunque su
papel bioquimico no esta claro (124). Se sabe que el acido ascérbico es consu-
mido rapidamente durante la activacién de los neutréfilos, previniendo la peroxi-
dacion lipidica y una vez que se ha consumido toda la vitamina C aparecen hidro-
perdxidos de fosfolipidos plasmaéticos, ésteres de colesterol y triglicéridos (100).
Frei y Ames (125) demostraron que el dcido ascdrbico es el Unico antioxidante
endégeno en plasma que puede proteger a los lipidos del dafic peroxidativo de
muchos tipos de estrés, siendo mucho més efectivo en este aspecto que el acido
urico, B-carotenos, tocoferol,etc., los cuales disminuyen la tasa de peroxidacion
lipidica pero que son incapaces de prevenir la iniciacion.

En cuanto a Ja distribucién y la funcién de la vit C en los neutréfilos se ha visto que
en el interior de la célula se encuentra solo la forma reducida y que no esta unida
a proteina, lo que sugiere que puede funcionar como un antioxidante protectivo
que reduce los oxidantes que entran en el citosol desde el fagosoma. De hecho,
se ha encontrado que durante el proceso fagocitico de neutrdfilos y macréfagos
hay una disminucion del acido ascérbico (115,116). También es posible que cierta
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cantidad de vitamina C citosdlica sea secretada hacia el exterior de la célula con
el fin de reducir oxidantes cercanos a la superficie celular. Por ello, tanto el acido
ascorbico intracelular como extracelular podrian estar implicados en la proteccion
fisiolégica frente al dafio de los radicales libres en los procesos de inflamacion
(126), preservando las células fagociticas y protegiendo los tejidos frente a los
compuestos quimicos bactericidas producidoes por los fagocitos durante el estalli-
do respiratorio,

Por altimo, como fue propuesto por Tappel (127) y mas tarde revisado por Bendich
(104), la vitamina C esté implicada probablemente en la regeneracién de la forma
reducida de la vitamina E desde el radical tocoferoxil, aunque sobre este punto los
resultados son contradictorios (102). Segun Bendich (104), ambas vitaminas
actuarfan sinergisticamente protegiendo las membranas frente a la peroxidacion
lipidica y protegiendo a los neutrdfilos del dafio de los radicales producidos por
ellos mismos.

1.2.2. Antioxidantes enzimaticos y SI

Ademas de los sistemas de defensa antioxidante vitaminicos o no enzimaticos,
existe otro tipo de sistemas antioxidantes enzimaticos. Pertenecen a este grupo
enzimas como la superdxido dismutasa (SOD) o la catalasa (CAT), encargadas de
eliminar los radicales superéxido y el peroxido de hidrégeno respectivamente y la
glutation peroxidasa (GPx), que contribuye también a eliminar el perdoxido de
hidrégeno. La relacion de este sistema antioxidante y el Sl es bastante descono-
cida, aunque evidentemente los niveles de estas enzimas en las células inmuno-
competentes son importantes. La funcion fisiologica de la SOD esta en relacion
con la toxicidad de su sustrato. La ausencia de esta actividad enzimatica implica
un aumento de los niveles de radicales superéxido, con los consiguientes perjui-
cios para las células. Entre estos perjuicios podemos destacar la peroxidacion lipi-
dica que sufren las membranas biclégicas, dando lugar a una serie de productos
de peroxidacion como el malondialdehido (MDA).

1.2.3. Ejercicio, Sistema Inmune y Antioxidantes

La mayoria de las investigaciones realizadas en relacion a este punto se han refe-
rido al efecto de las suplementaciones vitaminicas en individuos que realizan ejer-
cicio fisico (33,34), pero hay pocas evidencias de cdmo reaccionan los niveles
intracelulares de antioxidantes de las células inmunes de individuos que realizan
ejercicio fisico. En algunos trabajos sobre este tema se ha visto que un ejercicio
moderado estimula la actividad fagocitica de macréfagos peritoneales y que esta,
va acompanada de un aumento de los niveles intracelulares de acido ascérbico,
tanto en raton (128), como en cobaya (37). Ademas, en linfocitos se ha visto que
cuando el ejercicio moderado induce una estimulacién de la funcién linfoprolifera-
tiva, esto va acompafiado de una importante disminucién de los niveles intracelu-
lares de acido ascérbico (118).

La suplementacion con vit E y C se ha visto que estimula la respussta inmune,
tanto in vivo como in vitro, por lo que este hecho puede ser importante en estados
de inmunosupresion tales como la vejez y el ejercicio fisico extenuante
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(112,117,129) ya que podrian retardar algunos de los cambios que se producen
en el Sl con la vejez y el subsecuente desarrollo de enfermedades asociadas
(112).

Por tanto, y después de introducir el tema objeto de este trabajo, los objetivos
que nos planteamos se pueden enumerar de |a siguiente manera:

1.- Estudiar la funcionalidad de los dos tipos principales de células inmunes que
se encuentran presentes en sangre periférica: los linfocitos y polimorfonucleares
neutrdfilos en deportistas y en individuos que realizan un ejercicio moderado de
forma habitual (estudiantes de INEF) y compararla con la que muestran las célu-
las de individuos de vida sedentaria (controles).

Las funciones a estudiar seran las mas representativas de ambos tipos celulares:
la capacidad proliferativa frente a mitégeno que tienen los linfocitos (semejante a
la respuesta “in vivo” frente a antigeno) y las diferentes etapas del proceso fago-
citico que llevan a cabo los neutrdfilos, principales fagocitos de sangre circulante.

2.- Valorar los niveles plasmaticos de cortisol, ACTH y B-endorfina como indica-
dores de la situacion de estrés.

3.- Analizar los niveles de defensas antioxidantes vitaminicos (C y E) y enzimati-
cos (SOD) asi como un indicador de la peroxidacion lipidica (MDA) en esas célu-
las.

4.- En ciclistas, comparacion de todos los parametros indicados en dos momen-
tos de su programa de preparacion, de cuatro afios de duracién: en el segundo
afo y justo antes de su participacién en los Juegos Olimpicos.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Grupos experimentales

A. Individuos varones, sanos y jovenes (2513 afos de edad), de vida sedentaria
(hacia varios afios que no realizaban ningln tipo de actividad fisica) que constitu-
yeron el grupo control. A cada uno de los individuos de este grupo se les extraje-
ron 15 ml de sangre de la vena antecubital a primera hora de |la mafiana.

B. Individuos varones, sanos y jévenes (18+2 anos de edad) y que en este traba-
jo hemos denominado grupo de “Entrenamiento Moderado” puesto que eran alum-
nos de primero del I.N.E.F (Instituto Nacional de Educacién Fisica), por lo que
habitualmente realizaban ejercicio fisico (como minimo el correspondiente a sus
asignaturas de deporte). Para tratar de unificar a los individuos de este grupo
seleccionamos aquellos que solo realizaban las actividades fisicas propias de su
carrera, es decir, alrededor de 15 horas semanales de deporte de gran variedad.
Las muestras de sangre fueron cedidas por el Centro Nacional de Investigacion y
Ciencias del Deporte (ICd) del Consejo Superior de Deportes (C.S.D.)

C. Por ultimo, este grupo esta constituido por individuos varones sanos y jévenes
(entre 22 y 28 afos) “Deportistas de Alta Competicion 6 de Elite” pertenecientes a
varias selecciones nacionales: Piragiismo, Judo, Atletismo (fondo y medio fondo),
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Ciclismo (pista) y Baloncesto. Las muestras de sangre de estos individuos fueron
cedidas, de nuevo, por el ICd. Todas las selecciones estaban dentro del plan de
preparacion para los Juegos Olimpicos de Barcelona. Los programas de entrena-
miento, de 4 afios de duracién, estaban disefiados de manera que el momento
éptimo coincidiera con los Juegos Olimpicos pero teniendo en cuenta que duran-
te esos afios los componentes de estas selecciones no dejaron de participar en
otro tipo de competiciones (a nivel individual o de seleccién) tanto nacionales
como internacionales.

Las muestras de sangre fueron tomadas entre Noviembre del 90 y Febrero del 91,
es decir, durante su tercer afio de preparacién. En ese momento, ni piraguistas, ni
judocas, ni ciclistas estaban preparando competiciones pero, en cambio, los atle-
tas estaban preparando unas pruebas de seleccion y los jugadores de balonces-
to, preparaban los Campeonatos de Europa.

Por dltimo, en uno de los deportes, ciclismo, tuvimos la oportunidad de volver a
disponer de musestras de sangre en Junio del 92, es decir, justo antes del comien-
zo de los Juegos, por lo que pudimos comparar los resultados con los obtenidos
anteriormente.

2.2. Obtencidn de células
2.2.1. Linfocitos de sangre periférica humana

Los linfocitos fueron obtenidos a partir de sangre venosa extraida de la vena ante-
cubital del brazo por puncién estéril a la que se incorpora como anticoagulante
citrato sodico (10ml de sangre:1ml citrato sddico).

El aislamiento de las células se realizé inmediatamente depués de la extraccion
mediante centrifugaciéon en gradiente de densidad (130). Para ello, a 3 ml de
Mono-Poly Resolving Medium (M-PRM) (Flow) de densidad especifica 1114, ana-
dimos 3,5 ml de sangre deslizdndola suavemente por las paredes del tubo para
evitar que se mezclen. Después se centrifugan a 1600 rpm (300xg) durante 30
min, quedando los hematies en el fondo del tubo, el plasma en la parte superior y
en medio dos halos de color blanquecino. De estos dos halos, el superior corres-
ponde a los leucocitos mononucleares y el inferior a los polimorfonucleares neu-
tréfilos. El halo de linfocitos fue extraido cuidadosamente con una pipeta Pasteur
y posteriormente lavado 3 veces con solucion salina tamponada de fosfatos (PBS)
(1500 rpm, 10 min). Finalmente, se cuentan los linfocitos en un hemocitémetro de
Neubauer y se ajusta a 1x106 linfocitos/ml medio RPMI (Gibco) suplementado al
10% con suero fetal de ternera (SFT) (Gibco) y 1% de gentamicina (1mg/ml,
Gibco), estando asi las células preparadas para la experimentacion.

2.2.2. Obtencién de Polimorfonucleares Neutréfilos (PMNs)

Estas células fueron aisladas siguiendo el mismo procedimiento que para los lin-
focitos de sangre periférica humana. De los dos halos obtenidos al centrifugar la
sangre con M-PRM recogemos con pipeta Pasteur el halo inferior y lo lavamos 3
veces con PBS. Antes del (ltimo lavado, llevamos a cabo un choque hipoténico
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con agua destilada durante 1 min a 3000 rpm (600xg) con el fin de eliminar la con-
taminacién con hematies. Por dltimo, los PMNs fueron ajustados a 1x106
PMNs/mi medio Hank's y utilizados para los distintos ensayos de la funcién fago-
citica.

2.3. Viabilidad celular

La viabilidad de las células que se utilizaron en las distintas técnicas fue compro-
bada mediante el método de exclusion del colorante vital azul tripano (Merck).
Este colorante se anade, al 0,5% en solucién salina, sobre la suspension celular
(gota/gota) e inmediatamente después se contabilizan en hemocitometro de
Neubauer las células que aparecen tefiidas de azul (muertas) y las que no lo estan
(vivas). Los resultados se expresan como porcentaje de mortalidad o viabilidad.
En todos los experimentos que se llevaron a cabo, el porcentaje de viabilidad fue,
aproximadamente, del 95%.

2.4. Recuento celular
Numero absoluto de PMNs y linfocitos en sangre periférica

El recuento de PMNs y linfocitos se realizé en cdmara de Neubauer en microsco-
pio de contrate de fase con el objetivo de 40. Para ello hacemos una dilucién con
liquido de Tirk de forma que a 950 pl de sangre diluida al 50% con medio Hank's,
le afiadimos 50 pl de dicho liquido de Tirk que tiene la propiedad de lisar los
hematies y darles a los PMNs un color azul claro brillante diferenciandolos asi de
los linfocitos, que quedan transparentes. Los resultados se expresan como el
numero de células por mma3.

2.5. Obtencion de suero y plasma

Para el analisis de los niveles hormonales (glucocorticoides, ACTH) y de opiace-
os (B-endorfina) se extrajo sangre. Esta se utilizo, libre de anticoagulante para el
estudio de los niveles séricos de glucocorticoides (cortisol), o con citrato sédico
como anticoagulante para el estudio de los niveles plasmaticos de ACTH y B-
endotfina. La sangre se obtuvo por puncién estéril de la vena antecubital del
brazo.

Una vez obtenida la sangre, el suero o el plasma se extrajeron por centrifugacion
a 1000xg durante 20 min a 4°C y fueron conservados a -70°C hasta su utilizacion.

2.6. Estudio de la funcion fagocitica

La funcién fagocitica conlleva una serie de etapas funcionales que deben efec-
tuarse de forma previa o posterior al propio proceso de ingestion del material
extrafo por parte del fagocito. Estas células, si son de sangre circulante como es
el caso de los PMNs neutrdfilos, deben adherirse al endotelio vascular como paso
previo a la diapédesis que les permite abandonar el vaso sanguineo.
Posteriormente se mueven dirigidas por un gradiente de sustancias atrayentes
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creado por el foco de infeccion, hacia el mismo (quimiotaxis). Cuando entran en
contacto con el material extrafio se unen al mismo procediéndose a continuacion
a su ingestion y posterior destruccion, proceso que se lleva a cabo fundamental-
mente mediante una actividad metabdlica oxidativa, en la que tiene el dltimo tri-
mestre del afio debiera ser bien acogida por e lugar un “estallido respiratorio” con
activacion de una NADPH oxidasa que transforma el oxigeno en ién superdxido,
punto de partida para una serie de reacciones que originan nuevos radicales de
oxigeno que permiten la destruccién del agente ingerido.

A continuacion pasaremos a explicar la metodologia utilizada para el estudio de
algunas de las diferentes fases de dicho proceso fagocitico.
Capacidad de adherencia

Adherencia a fibra de nylon de PMNs de sangre:

Para estudiar la capacidad de adherencia al endotelio vascular se utilizé el méto-
do de adherencia a lana de nylon de McGregor y cols. (131) ligéramente modifi-
cado por Rodriguez y cols. (132). Para ello, una mezcla formada por 0,5ml de san-
gre, en el que previamente se efectud el recuento de PMNs y linfocitos con el liqui-
do de Tirk como ya se coment6, y 0,5 ml de Hank's fue introducida en columnas
de adherencia preparadas en nuestro laboratorio y consistentes en pipetas
Pasteur en las que se empaquetaban 50 mg de lana de nylon con una altura de
1,25 cm. Pasados 10 min el efluente ha caido por gravedad, procediéndose en el
mismo al recuento de PMNs. El volumen recogido corresponde aproximadamen-
te a un 75% del volumen inicial de la mezcla (1 ml) y esta variacién no fue consi-
derada puesto que el recuento de PMNSs realizado antes y después de pasar por
la fibra fue referido al nimero de células/ml de sangre inicial o efluente.

La diferencia entre los PMNs presentes en la mezcla inicial y los presentes en el
efluente depués de pasar por la fibra nos da el nimero de los que se han adheri-
do. El porcentaje de PMNs adheridos, que se expresa como Indice de Adherencia
(l.A.), se calculé segun la ecuacion:

X (PMNs/ml muestra-PMNs/ml efluente)x100
. PMNs/ml muestra

Movilidad dirigida o quimiotaxis

Para estudiar la propiedad de movilidad de las células fagociticas se utilizé la téc-
nica descrita por Boyden (133) y Fontan y cols. (134), ligéramente modificada por
Rodriguez y cols. (132). Se utilizaron cdmaras de Boyden, de forma circular y con-
sistente en dos compartimentos separados por un filtro poroso de celulosa con
tamario de poro variable, aunque nosotros utilizamos filtros con poros de 3 um de
diametro.

Una vez que las camaras han sido montadas y selladas, se llena el compartimen-

to inferior introduciendo 0,4 ml de una sustancia quimioatrayente, en este caso
péptido formilado (fmet-leu-phe) a una concentracién final de 10-* M, y en el com-
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partimento superior se introducen 0,3 ml de la suspension celular, PMNs ajusta-
dos a 1x10° células/ml Hank’s. Posteriormente se incuban las camaras a 37°C, 5%
de CO:z y atmdsfera saturada de humedad durante 3 horas. Transcurrido este
tiempo, las camaras son desmontadas y los filtros extraidos, fijados y tefidos
como se indica a continuacion (indicamos el orden y el tiempo de permanencia en
cada uno de los reactivos): metanol 50% (5'), etanol 75% (5’), agua destilada (2'),
hematoxilina (10') y agua destilada (2’).

En los filtros, una vez fijados y tefiidos, se procede al recuento en microscopio y
con objetivo de inmersion, del nimero de células que aparecen en 16 campos ele-
gidos al azar en la cara inferior de los mismos. El resultado se expresa como
Indice Quimiotactico (1.Q..).

Fagocitosis o ingesta de particulas inertes (bolas de latex)

Este estudio se llevé a cabo siguiéndo la técnica de De la Fuente (135) ligéramente
modificada. Se siguié el siguiente proceso: en cada pocillo de placas MIF (Sterilin) se
dispensaron 200 pl de la suspensién celular, PMNs (1x106 células /ml Hank’s), tras
30-45 min de incubacion a 37°C (tiempo suficiente para conseguir la adherencia de
las células al plastico formando una monocapay), los pocillos fueron lavados con abun-
dante cantidad de PBS a 37°C. Posteriormente se afiadieron 200 pl de medio Hank's
y 20 pl de bolas de latex (1,091 pm de didmetro y al 1% en PBS, Sigma). Las placas
fueron entonces incubadas a 37°C durante 30 min y posteriormente lavadas, también
con PBS a 37°C, para arrastrar el latex que no ha sido fagocitado. A continuacién los
pocillos se fijaron en metanol al 50% durante 5 min y se tifleron con eosina-hemato-
xilina durante 1 min, lavandolos después con agua en abundancia para eliminar el
exceso de colorante. Una vez secas las placas, se procedié al recuento en el micros-
copio, con objetivo de inmersion, del nimero de bolas de latex fagocitadas o ingeri-
das por cada célula. El resultado se expresé como Indice de Fagocitosis (I.F.), que
representa el nimero de particulas ingeridas por cada 100 PMNSs.

Digestién del material fagocitado

A la hora de estudiar la capacidad de destruccién del material ingerido por los
PMNs neutréfilos de sangre periférica humana, se valoré la producciéon de un
metabolito oxidativo: el ion superdxido ( O2- ). Este metabolito se produce porque
el estallido respiratorio que tiene lugar para destruir el material ingerido activa una
NADPH oxidasa que con NADPH y O2 produce dicho ién. El ién superéxido (O2-
) se midié gracias a su gran capacidad para reducir compuestos, utilizando el
nitroazul de tetrazolio (NBT) que es convertido en proporcion equimolar, en un for-
mazan que es detectable por espectrofotometria (136).

Tost de Reduccién de Ni | de Tetrazolio (NBT)

Se realizé siguiendo el método descrito por De la Fuente (135) ligeramente modi-
ficado por Nufiez y cols. (137).

En tubos de vidrio se dispensaron 250 yl de las suspensiones celulares y 250 pl
de NBT (1 mg/ml, Sigma). A la mitad de las muestras se les anadié 25 pl de bolas
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de latex (1,091pm diametro y al 1% en PBS), constituyendo las muestras que
denominamos “estimuladas”; a la otra mitad de las muestras se les ahadio 25 pl
de medio (Hank's), siendo éstas las muestras “no estimuladas”. Posteriormente,
la totalidad de las muestras fueron incubadas a 37°C en bafio con agitacién suave
durante 1 hora. Después de este tiempo, se detuvo la reaccién de reduccion del
NBT afadiendo a cada tubo 2,5 ml de CIH 0,5N. A continuacion, y después de
centrifugar a 5000 rpm durante 30 min, se observa un precipitado de color azul
violeta que corresponde al formazan que se ha formado tras la reduccion del NBT,
siendo este color mas intenso en las muestras “estimuladas”que en las “no esti-
muladas”. Los tubos son decantados con cuidado de no arrastrar el precipitado y
se les anade 1ml de dioxan para producir la rotura celular y liberar asi el forma-
zan, Tras centrifugar de nuevo durante 30 min a 5000 rpm, se leyé la absorban-
cia de los sobrenadantes en un espectofotémetro a 525 nm. Como blanco se uti-
lizé el sobrenadante de un tubo al que fue afadido al empezar la técnica, 250 pl
de medio de cultivo sin células y que fue procesado igual que el resto. Los resul-
tados se expresan con el valor de la densidad éptica (D.O.).

2.7. Estudio de la funcion de linfocitos
Respuesta proliferativa de linfocitos

Para el estudio de la respuesta proliferativa de los linfocitos hemos utilizado el test
de transformacion linfoblastica (TTL). El fundamento de esta técnica se basa en
que, los linfocitos cultivados en medio adecuado, en presencia de células presen-
tadoras y estimulados con un mitégeno, sufren una transformacion y pasan a ser
linfoblasto con capacidad de sufrir mitosis. Estos linfoblastos, por tanto, sintetizan
ADN por lo que afiadiendo un precursor de la sintesis marcado radiactivamente
se puede medir el grado de su incorporacién en un contador de radiactividad, es
decir, el grado de proliferaciéon de estos linfocitos.

El mitégeno utilizado fue fitohemaglutinina (PHA, Flow)) a una concentracion de 20
pg/ml. Como precursor de la sintesis de ADN marcado radiactivamente se empled
timidina tritiada (3H-T, Nuclear Ibérica), a una concentracién de 0,5 pCi/pocillo.

Test de tra r ion linfoblasti

El protocolo seguido fue el siguiente: en placas de cultivo de 96 pocillos de fondo
plano (Costar), afiadimos 200 plpocillo de las suspensiones celulares, ajustadas
a 1x106 células/ml de medio RPMI completo (con 10% de suero fetal de ternera
descomplementarizado por calentamiento a 562 durante 30min y 1% de gentami-
cina). A continuacién se anaden 20 pl del mitégeno correspondiente o 20 pl de
medio (controles), haciéndose todos los ensayos por triplicado. Las placas son
incubadas a 37°C, 5% de CO2 y atmosfera saturada de humedad durante 48
horas, al cabo de las cuales, se afadieron 1 uCi/pocillo de timidina tritiada. Las
placas son incubadas de nuevo, en las mismas condiciones, durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo, se recogen mediante un recolector de células, en papel
Wattman. El grado de incorporacion se mide en un contador de centelleo LKB y
los resultados se expresan como el porcentaje de incorporacién, dando el valor
100 a los controles, es decir, a las células cultivadas en ausencia del mitégeno.
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2.8. Valoracion de acido ascérbico (AA)

Basicamente, para la valoracion de los niveles de acido ascérbico que contienen
los linfocitos y PMNs de sangre periférica humana, se siguié la metodologia des-
crita por Hernanz en 1988 (138), ligéramente modificada por nosotros, utilizando
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (WATERS) y cuyo protocolo resu-
mimos a continuacion:

Preparacic

Tras varios ensayos, se utilizé una fase mavil en la que la proporcién de los disol-
ventes agua/metanol es 60/40, y el pH: 6,0. Dicha fase mavil esta constituida por
una solucién 10 mM de formiato aménico (Mérck) que contenia12 mM de cloruro
de tetrahexil amonio (que actua como contraién)(Mérck).

P 160 de las m nd

Se preparé una solucion madre de acido ascérbico (5,68 mM, Mérck): 50 mg de
acido ascorbico en 50ml de 0,3 mol/l de acido triflucroacético (TFA)(Mérck) en pre-
sencia de 10 mmol/l de 1,4 ditioeritritol (DTE)(Mérck) como antioxidante, que fué
conservada en alicuotas de 500 pl a -202C hasta el momento de su utilizacion.
Cada dia de valoracion se preparaban 5 estandares que contenian 2,84; 1,42,
0,71; 0,36 y 0,18 nmoles de Acido ascérbico por cada 50 pl.

Preparacion de las muestras problema

En nuestros ensayos de valoracién de acido ascérbico utilizamos varios tipos de
muestras problema aunque, basicamente, la preparacion de las muestras es la
misma.

Alicuotas de 500 pl de la suspension celular (linfocitos o, PMNs neutréfilos), en
los que previamente se habia contabilizado el nimero de células, se afiadieron
500 pl de TFA 1N en presencia de 1,4 ditioeritritol 1 mM como antioxidante. Las
suspensiones se conservan, en estas condiciones, a -20°C hasta el momento de
su utilizacién. Como paso previo a la valoracién del contenido de acido ascorbi-
co, se procedio al liofilizado de las muestras para eliminar el TFA, reconstituyén-
dose las muestras con 500 pl de fase movil, anadiendo también el antioxidante
(DTE 1mM). Posteriormente, son gasificadas con helio, agitadas en un vortex
hasta la completa resuspension del liofilizado, y centrifugadas durante 5 min a
5000 r.p.m. La valoracién de los niveles de AA se llevé a cabo en los sobrena-
dantes.

del acido ascorbico

Alicuotas de 80 pl (cuando el loop es de 50 pl) de cada muestra, procesada como
se ha indicado anteriormente, se inyectaron en el cromatégrafo de HPLC que con-
tiene una columna de fase reversa C18 y donde el flujo de la fase movil es de 1
ml/min. La cuantificacién del AA se realizé por absorbancia en UV a 265 nm.
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Larelacion entre la absorcion a 265 nm y la cantidad de AA inyectada como estan-
dar fué lineal entre 2 y 110 ng. La sensibilidad del método permitio medir con dis-
criminacion apropiada una cantidad de 2 ng de AA por inyeccién.

Finalmente, los resultados se expresaron en nmol/10°® células de la suspension.

2.9. Valoracion de vitamina E

Para la determinacién de los niveles de vitamina E (alfa-tocoferol) en linfocitos y
PMNs de sangre periférica, se siguié la metodologia descrita por Shearer en 1986
(139) ligéramente modificada.

Preparacion de las muestras

Brevemente, el protocolo es el siguiente: a 100 pl de suspension celular (linfocitos
o PMNs) se le afiaden 100 pl de una solucién de acetato de alfa-tocoferol (Sigma),
a una concentracion aproximada de 50 pg/ml, que actua como estandar interno,
agitandose durante 30 s. Se afladen, como solvente de extraccion, 200 pl de n-
hexano agitandose de nuevo durante 30 s. A continuacién las muestras se centri-
fugan durante 5 min de forma que se separan dos fases: una superior que con-
tiene el hexano y la inferior que es la fase acuosa-etanol. La capa superior del
hexano, que contiene el alfa-tocoferol y el acetato de alfa-tocoferol es evaporada
en seco mediante una corriente de nitrogeno. Por Gltimo e inmediatamente antes
de la inyeccion en el HPLC, el residuo lipidico es reconstituido con 100 pl de eta-
nol.

condici ol e HPLC
Fase movil: 7 % (v/v) diclorometano en metanol.

Columna: Spherisorb-ODS 2, de dimensiones 12,5 x 5 mm.

Flujo: 1 ml/min.

Detector: U.V. de longitud variable. Se mide a 292 nm.

Los resultados se expresaron en nmol/108 células de la suspension.

2.10. Valoracion de Superdxido Dismutasa (SOD)
Se utiliza la técnica de Flohe y Otting (140) modificada.

La medida de la actividad SOD se basa en la inhibicién de la reduccién del nitro-
azul de tetrazolio (NBT) por radicales superdxido producidos mediante un sistema
xantina-xantina oxidasa. La reduccion del NBT se mide en un espectrofotémetro
a 560 nm durante varios minutos. Los resultados se expresan en pg/108cel.

2.11. Determinacién de malondialdehido (MDA)

Se realiza siguiendo la técnica descrita por Esterbauer y cols. (141), ligéramente
modificada. Basicamente el protocolo es el siguiente: a 100 pl de las suspensio-
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nes celulares (linfocitos 0 PMNs) se le afaden 100 pl de acetonitrilo y se agitan.
A continuacion se centrifuga a 2500xg durante 10 min y se recoge el sobrena-
dante, 20 pl del cual es inyectado en el HPLC. La fase mdvil utilizada fue aceto-
nitrilo : 0,03 M Tris pH 7,4 (1:9) a un flujo de 1 m/min, y la columna, una Brownlee
AS-MP de 10 cm de longitud y 4,6 mm de didametro interno. La deteccién se rea-
lizé en la regién de ultravicleta a 270 nm.

Las concentraciones de MDA utilizadas para la calibracion de este método de
determinacion por HPLC se extrajeron por su reaccién con el acido tiobarbittrico,
segun la técnica de Heath y Packer (142).

2.12. Valoracion de los niveles séricos de cortisol

El glucocorticoide valorado fue el mas abundante en el ser humano: el cortisol, el
cual se valoré en el suero de los distintos grupos experimentales mediante RIA
comercial (IDS), basado en un ensayo de unién competitiva antigeno-anticuerpo,
utilizando tubos recubiertos con anticuerpo anti-cortisol.

La sensibilidad del ensayo es de 7 nmol/L. Los resultados se expresan en nano-
moles de cortisol por litro de suero (nmol/L).

2.13. Valoracion de ACTH en plasma

Los niveles plasmaticos de hormona adrenocorticotropa (ACTH) se valoraron
mediante RIA comercial (NICHOLS). Se basa en la formacion de un complejo tipo
“sandwich” entre la ACTH presente en la muestra y dos anticuerpos especificos
para dicha molécula: uno monoclonal, que se une a la region N-terminal de ACTH
y que estda marcado radiactivamente, y otro policlonal, que se une a la regién C-
terminal de la molécula y que esta unido a una fase sélida, formandose el com-
plejo: Fase sélida-Ac(p)-ACTH-Ac(m)*. La formacién de este complejo ocurre sélo
en presencia de moléculas intactas de ACTH, por lo que, la radiactividad medida
es directamente proporcional a la cantidad de ACTH intacta en la muestra.

La sensibilidad del ensayo es de 1 pg/ml. Los resultados se expresan en picogra-
mos de ACTH por mililitro de plasma (pg/ml).
2.14. Valoracion de beta-endorfina en plasma

Los niveles plasmaticos de B-endorfina se valoraron mediante RIA comercial
(NICHOLS). Esta basado en la incubacién de las muestras con dos anticuerpos:
uno inmovilizado sobre una fase sélida y otro marcado radiactivamente. Las B-
endorfinas presentes quedan unidas a ambos anticuerpos formando un complejo
tipo“sandwich™ Fase sdlida-Ac-B-endorfina-Ac*. La concentracién de B-endorfina
en la muestra es directamente proporcional a la radiactividad medida.

La sensibilidad del ensayo es de 14 pg/ml. Los resultados se expresan en pg/ml.

2.15. Estudio estadistico

Los resultados se expresan mediante la media aritmética y desviacion estandar
del ndmero de datos obtenidos en cada ensayo.
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La normalidad de la distribucién de las variables se analizé6 mediante el Test de
Normalidad Kolmogorov-Smirnov. La comparacion de las medias normales entre
dos grupos experimentales se efectud por el test de la t de Student, teniendo en
cuenta cuando las muestras eran apareadas o no apareadas. En el caso de mas
de dos muestras, se aplicd el analisis de varianza (ANOVA). Cuando se obtuvie-
ron diferencias significativas, se aplico la prueba de comparacion de pares de
muestras (Fisher PLSD) para comprobar cual o cuales eran las muestras que dife-
rian del resto de las analizadas.

Se consideré que no habia significacién cuando el valor de la probabilidad de sig-
nificacion (p) fue mayor de 0,05. Se did el valor de “significativo” para p<0,05; de
“muy significativo” para p<0,01 y de “altamente significativo” para p<0,001.

3. RESULTADOS
3.1. ESTADO INMUNOLOGICO DE LOS DEPORTISTAS DE ALTO RENDIMIENTO

Empezaremos estudiando el estado inmunolégico que presentan toda una serie
de deportistas de élite en comparacion con el de individuos que realizan ejercicios
o deportes de forma moderada y con el de individuos sedentarios.

Los resultados se presentan para cada uno de los ensayos, en tablas o figuras,
en las cuales se recogen las medias + desviaciones estandar del nimero de expe-
rimentos realizados por duplicado o triplicado. En todas ellas aparecen las siguien-
tes abreviaturas, correspondientes a los distintos grupos experimentales: C o
grupo de individuos controles o sedentarios; EM o grupo de individuos que reali-
zan ejercicio de forma moderada; P o piragiiistas; J o individuos cuyo deporte
es el judo; A o grupo de atletas de fondo y medio fondo; B o jugadores de balon-
cesto y CC o grupo de ciclistas.

El grado de significaciéon se representa con las letras a, b, y c: a: p<0,05; b:
p<0,01 y ¢: p<0,001 con respecto al grupo control (C) o sedentarios y con los
ndmeros 1, 2y 3: 1:p<0,05; 2:p<0,01 y 3:p<0,001 respecto al grupo de individuos
que realizan ejercicio de forma moderada (EM).

3.1.1. Parametros fisiologicos de los deportistas
Los parametros fisiologicos (antropométricos, ergométricos y espirométricos de
los distintos grupos de deportistas se presentan en la Tabla 1.

3.1.2. Concentracion de linfocitos y PMNs neutréfilos en sangre periférica

A continuacion, en la Tabla 2, se muestra la concentracién de células sanguineas
objeto de nuestro estudio (linfocitos y PMNs neutréfilos) en los diferentes grupos
experimentales. Los resultados se presentan como el nimero de células (x106)/ml.

Como podemos observar, la concentracion de linfocitos disminuye significativa-
mente en todos los grupos experimentales respecto a los controles sedentarios.
En cuanto a los neutréfilos hay gran variedad en los resultados obtenidos.
Destaca el aumento en los judocas y la disminucién en los ciclistas.
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Parametros antropométricos

DEPORTES EDAD (aros) PESO (Kg) TALLA (cm)
PIRAGUISMO 22 +4 76 £ 6 175+ 6
JUDO 23 +4 8112 179 =+ 8
ATLETISMO 27 £5 62+5 173+ 6
CICLISMO 181 704 1795
BALONCESTO 181 80 +12 1929

Parametros ergométricos

DEPORTES TIEMPO (min)  TRABAJO (wat)  F.C.M. (ppm)
PIRAGUISMO 1M1 434 +32 190 9
JUDO 9x1 401 £ 25 187 + 4
ATLETISMO 121 382 £ 15 189+ 4
CICLISMO 19+ 1 492 £ 13 192 £3
BALONCESTO 81 388 + 32 195+ 3

Parametros espirométricos

DEPORTES V.E. (Um) VO2 (/min) VO2 (m/K.min) PULSO O2
PIRAGUISMO 183 £ 22 5+1 693 28+2
JUDO 165 £ 10 51 56+3 24 £1
ATLETISMO 158+ 6 4% 723 24 2
CICLISMO 188 + 11 51 752 27 =1
BALONCESTO 158 12 41 52+3 21 =1

Cada valor represanta la media + D.E. de los pardmetros correspondientes a 10 individuos.

TABLA 1. Pardmetros antropométricos, ergométricos y espirométricos de los distintos gru-

pos de deportistas de élite.

LINFOCITOS NEUTROFILOS
C 57+13 28+1,0
EM 29=+13c 30£1,0
P 2,8 £0,6¢c 2,0=x0,41
J 32+16¢ 5,1 £ 3,0b,2
A 1,9 £0,6¢,1 36+15
B 28=x1,1c 2,1£0.2
cc 32+07c 1,7 £0,4b,2
Cada valor representa la media + D.E. de 10 valoraciones.
Significacion: b: p<0,01; ¢: p<0,001 respecto C. 1: p<0,05; 2: p<0,01 respacto EM.

TABLA 2. Concentracidn células de sangre periférica (n? cél x 106/ml).
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3.1.3. Funcidn fagocitica de PMNs neutroéfilos

Los resultados se presentan en la Fig.1. Esta figura consta de 5 graficas que repre-
sentan las etapas mas importantes del proceso fagocitico: adherencia a lana de
nylon (semejante a la adherencia al endotelio vascular que tiene lugar “in vivo" )
expresado como Indice de Adherencia (I.A.); movilidad dirigida o quimiotaxis (1.Q.);
ingestion o fagocitosis de particulas inertes (I.F.) y produccién de anién superéxido,
hecho importante que tiene lugar en la destruccion o digestion del material ingerido,
que se indica como capacidad de reduccion del nitroazul de tetrazolio (NBT), tanto
en presencia (estimulada) como en ausencia (no estimulada) del material a ingerir.

ADHERENCIA

QUIMIOTAXIS BB REDUCCION NBT ESTIMULADA

Figura 1. Cada valor representa la media + D.E. de 10 valoraciones realizados por dupli-
cado. Significacion: a: p<0,05; c: p<0,001, respecto a C. 3: p<0,001, respecto a EM.
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Analizando por etapas: en la adherencia no se producen cambios entre los distin-
tos grupos (solo existe una diferencia significatica en judocas respecto a contro-
les). En la quimiotaxis se produce una disminucién altamente significativa en todos
los grupos de deportistas tanto respecto a los controles como a los individuos que
realizan ejercicio moderado. La fagocitosis es variable dependiendo de los grupos:
respecto a controles, aumenta en el ejercicio moderado, atletismo y baloncesto,
disminuyendo en el resto (ocurre igual respecto a ejercicio moderado). En la capa-
cidad de produccion de ion superéxido no se producen cambios,

3.1.4.Capacidad de proliferacién de linfocitos

Se estudia la capacidad de proliferacion de los linfocitos de sangre periférica en
respuesta a un mitégeno. En este caso el utilizado fue Fitohemaglutinina (PHA) a
una concentracién de 20 pg/ml.

Los resultados obtenidos se representan como porcentaje de proliferacion de los
linfocitos y se muestran en la Fig. 2.

Como puede observarse, respecto a los controles se producen disminuciones sig-
nificativas en los grupos de deportistas (sobre todo atletas y jugadores de balon-
cesto), con excepcidn de los piraglistas que muestran un aumento altamente sig-
nificativo de su capacidad de proliferacién. Cuando comparamos a los deportistas
con los individuos que realizan deporte de forma moderada (EM), el comporta-
miento de los distintos grupos es similar al comentado anteriormente. Tan solo en
el caso de los ciclistas no se producen variaciones respecto a los individuos que
realizan ejercicio moderado.

LINFOPROLIFERACION

8000

6000+

4000

Figura 2. Cada valor representa la media + D.E. de 10 valoraciones realizadas por triplica-
do. Significacidn: c: p<0,001 respecto a C; 3: p<0,001 respecto a EM.
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3.1.5. Niveles hormonales

Los resultados obtenidos en relacion a los niveles de cortisol y ACTH se presen-
tan en la Fig. 3.

CORTISOL ACTH

c EM F 4 A ] €

Figura 3. Cada valor: media + D.E. de 10 valoraciones por duplicado. Significacién: c:
p<0,001 respecto C; 1. p<0,05; 3: p<0,001 respecto EM.

Los niveles de cortisol muestran un aumento altamente significativo en todos los
grupos experimentales, tanto de deportistas como de individuos que realizan ejer-
cicio moderado, respecto a los sujetos controles. Este aumento es menor en los
jugadores de baloncesto y en los ciclistas, de forma que hay diferencias altamen-
te significativas respecto al grupo EM.

En cuanto a los niveles de ACTH, todos los grupos presentan una disminucion
altamente significativa en esta hormona respecto a los individuos sedentarios.

3.1.6. Niveles B-endorfina

En la Fig. 4 se representan los resultados obtenidos en relacion a la medida de los
niveles de B-endorfina plasmaticas en los distintos grupos experimentales.

gt B-ENDORFINAS
pg/ml

60 3

40 3

20

o
c EM P J A B cc

Figura 4. Cada valor representa la media + D.E. de 10 experimentos realizados por dupli-
cado. Nivel de significacidn: c: p<0,001, respecto a C; 3: p<0,001, respecto a EM.
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Puede observarse que los niveles de B-endorfinas précticamente no varian entre
los controles y los grupos de deportistas de élite. Sin embargo, los individuos que
realizan deportes de forma moderada muestran una elevacién altamente signifi-
cativa de tales niveles con respecto a los individuos sedentarios, por lo que los
deportistas presentan disminuciones estadisticamente significativas en los niveles

de B-endorfinas respecto a EM.

3.1.7.Niveles de antioxidantes

Antioxid

Como ejemplo de antioxidantes no enziméaticos medimos los niveles de &cido
ascérbico (Vit. C) y a-tocoferol (Vit. E) en los linfocitos y PMNs neutréfilos de san-
gre periférica de los grupos experimentales. Los resultados se presentan en la

Fig. 5.
En los linfocitos observamos que en general, respecto al grupo control, el resto de

los grupos experimentales presentan niveles més aitos tanto de Vit C (excepto en
el baloncesto) como de Vit. E. Destacan sobre todo los altisimos niveles de Vit C

en los atletas.

WIT. E LINFOCITOS

.
nmol/10  cel
wvIT. C
10" LINFOCITOS 5
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Figura 5. Cada valor: media + D.E. de 10 experimentos valorados por duplicado.
Significacion: a: p<0,05; b: p<0,01; ¢: p<0,001 resp. C. 1: p<0,05; 3: p<0,001 respecto EM.
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Los neutrdfilos presentan gran variedad de resultados: en general, los deportis-
tas muestran niveles mas bajos de Vit C, tanto respecto a controles como al ejer-
cicio moderado. Practicamente igual ocurre con la Vit E, exceptuando el grupo de
ciclistas.

Antioxidantes enzimaticos

Como ejemplo de antioxidante enzimatico realizamos la medida de los niveles de
superoxido dismutasa (SOD) en linfocitos y PMNs neutréfilos. Los resultados se
presentan en la Fig. 6.

En los linfocitos se produce un aumento altamente significativo en la actividad de
SOD, respecto a controles, en los grupos de individuos sometidos a ejercicio
moderado y en los piragiistas, mientras que no se producen cambios en el resto
de los grupos. En relaciéon a EM si aparecen disminuciones de SOD en los depor-
tistas con excepcion de los piraglistas.

En los neutrdfilos se observa un aumento generalizado de los niveles enzimaticos
en todos los grupos estudiados respecto a los individuos controles. Comparando
los deportistas con los individuos sometidos a EM, también se produce un aumen-
to de los niveles de SOD, excepto en los atletas, que presentan una disminucién.

3.1.8. Peroxidacion lipidica: Niveles de Malondialdehido

Para comprobar el grado de peroxidacién lipidica hemos medido los niveles de
malondialdehido (MDA) en linfocitos y PMNs neutrdfilos. En la Fig. 7 se muestran
los resultados:

Puede observarse como en los linfocitos de deportistas aparecen unos niveles
inferiores de MDA (excepto los atletas, que tienen unos niveles significativamente
superiores) respecto a los controles. Los individuos que hacen deporte de forma

SO0 NEUTROALOS

.
pa/10 cel

Figura 6. Cada valor: media = D.E. de 10 experimentos por duplicado. Significacion: c:
p<0,001 respecto a C. 1: p<0,05; 2: p<0,01; 3: p<0,001, a EM.
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T T MOA  LINFOCITOS ] MDA NEUTROFILOS

Figura 7. Cada valor: media + D.E. de 10 experimentos por duplicado. Significacion:
b: p<0,01; ¢: p<0,001 resp. C. 2: p<0,01; 3: p<0,001 respecto a EM.

moderada (EM) tienen niveles significativamente mayores de MDA que los con-
troles sedentarios, que los piragtiistas, judocas y ciclistas. Sin embargo, esos nive-
les son menores que los de los atletas.

En neutrdfilos observamos que todos los grupos experimentales tienen niveles
significativamente inferiores de MDA cuando los comparamos con los sedentarios,
exceptuando los ciclistas. Respecto a EM, los grupos de piragliistas ciclistas y
atletas tienen niveles superiores, mientras que los judocas presentan niveles infe-
riores.

3.2. EFECTO DE UNA MAYOR INTENSIDAD DE ENTRENAMIENTO
EN DEPORTISTAS

Como se comenté en el apartado de “Objetivos”, en uno de los grupos de depor-
tistas concretamente en los ciclistas, tuvimos la oportunidad de comprobar el efec-
to que produce el aumento de la intensidad del entrenamiento en la funcién inmu-
ne (PMNs neutrdfilos y linfocitos), sobre los niveles hormonales (cortisol y ACTH)
y péptidos opidides (B-endorfina). También sobre el contenido de un antioxidante:
el acido ascorbico de linfocitos y PMNs neutréfilos.

Para ello en este punto comparamos los resultados obtenidos en este grupo de
deportistas durante dos momentos de su preparacion para los Juegos Olimpicos: en
Febrero de 1991, es decir, durante el tercer afio de preparacion (resultados expues-
tos en el apartado 4.11.1 junto al resto de los grupos de deportistas) y en Junio de
1992, es decir, justo antes de dichos Juegos Olimpicos. El nivel de significacion se
expresa como: £: p<0,05; «: p<0,01; §: p<0,001, respecto a los datos de Febrero.

Como podremos observar en la Tabla 3, no existen unas diferencias generaliza-
das y significativas entre ambos periodos de entrenamiento a nivel de los para-
metros estudiados. Asi, no aparecen diferencias a nivel de la concentracion de lin-
focitos y PMNs neutréfilos de sangre periférica.
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FEBRERO'91 JUNIO’92
Concentracién:
Linfocitos (célx106/ml) 3207 33x13
Neutrdfilos (célx106/ml) 1,7+04 1,6 £05
Funcién PMNs N:
Adherencia (l.A.) 57 +16 75+ 14
Quimiotaxis (.Q.) 165 £ 22 253 + 31§
Fagocitosis (I.F.) 58 + 12 79+29
Red. NBT NE (D.O.) ,043 +,007 ,035 £,013
Red. NBT E (D.O.) ,061 £,012 ,087 +,0188
Funcién Linfocitos:
Proliferacién (%) 2300 + 390 2606 + 265
Hormonas:
Cortisol (nmol/L) 740 +76 802 + 90
ACTH (pg/ml) 422 71
Opiodides:
B-endorfinas (pg/ml) 205 44 =13
Ac. Ascérbico:
Linfocitos (nmol/108cél) 326 + 86 24 + 2§
Neutrdfilos (nmol/108cél) 94 +22 69 + 27
Cada valor representa la media = D.E. de 10 valoraciones realizadas por duplicado o
triplicado.
Significacion: £: p<0,05; »: p<0,01; §: p<0,001, respecto a los resultados de Febrero.

TABLA 3. Efecto del incremento de la intensidad del entrenamiento en ciclistas.

En cuanto a la funcién fagocitica de los PMNs neutréfilos, en general se produce
un aumento de las distintas etapas cuando mayor es la intensidad del entrena-
miento (Junio) aunque sdlo es significativo en la quimiotaxis y en la digestion esti-
mulada del material ingerido.

La capacidad de proliferacién de los linfocitos en respuesta al mitégeno PHA
(20pg/ml) esta ligeramente mas estimulada en Junio que en Febrero aunque la
- diferencia no es significativa.

En relacién a los niveles hormonales (cortisol y ACTH) se observa un aumento en
Junio respecto a Febrero, que sélo es significativo en el caso de la ACTH.
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En los niveles de B-endorfina se aprecia un aumento muy significativo cuando se
incrementa |a intensidad de los entrenamientos.

Por ultimo, en relacién al contenido de acido ascdrbico de las células estudiadas
vemos que se produce una disminucion cuando aumenta la intensidad de los
entrenamientos, siendo altamente significativa en el caso de los linfocitos.

4. DISCUSION

La mayoria de la bibliografia que existe en relacién al efecto del ejercicio fisico sobre
el Sl en el ser humano hace referencia al efecto de ejercicios puntuales, periodos
de entrenamiento o realizacion de ejercicios agudos después de periodos de entre-
namiento, tanto en individuos sedentarios como en deportistas. Ademas, los datos
se centran fundamentalmente a nivel de cuantificacién celular, y en menor medida
en la capacidad funcional de algln tipo celular concreto, generalmente el linfocito.
Teniendo en cuenta las discrepancias que surgen a la hora de justificar el efecto
beneficioso o perjudicial del deporte sobre el Sl en relacién al supuesto aumento de
la susceptibilidad a infecciones entre los deportistas, nos parecié de gran interés
realizar un estudio lo mas completo posible, en el sentido de analizar la funcionali-
dad de los dos tipos de células inmunes méas representativas: los linfocitos y los
fagocitos. Ademas de estudiar el estado inmunolégico también era importante poder
relacionarlo con los niveles de hormonas o neuropéptidos relacionados con la situa-
cién de estrés, asi como con antioxidantes celulares. Este estudio se efectud en
individuos, deportistas de élite y en los que realizan ejercicio de forma moderada,
pero no inmediatamente después de una sesién de ejercicio sino en un momento
cualquiera de descanso, puesto que lo que nos interesa es el estado habitual de
estos individuos. Esto se planted asi ya que algunos autores como Caren (143) indi-
can que el efecto del ejercicio sobre el Sl no es debido al ejercicio como tal, sino
mas bien, al estrés asociado al mismo (144), y que las diferencias encontradas
dependen del grado de estrés. En este estudio, ademas de comparar los resultados
con los de individuos sedentarios, los comparamos también con un grupo de indivi-
duos que hemos denominado “ejercicio moderado” constituido por sujetos que rea-
lizan habitualmente ejercicio de gran variedad, puesto que son alumnos del primer
curso del INEF o Instituto Nacional de Educacion Fisica.

Ademas, en los ciclistas, pudimos estudiar el efecto de un programa de entrena-
miento a largo plazo sobre la funcionalidad de dichas células inmunocompetentes,
ya que valoramos todos los parametros indicados en dos momentos de su pro-
grama de preparacion, de cuatro afos de duracion: en el segundo ano y justo
antes de su participacién en los Juegos Olimpicos.

4.1. ESTADO INMUNOLOGICO DE LOS DEPORTISTAS DE ELITE

En primer lugar observamos que todos los grupos experimentales presentan una
concentracion de linfocitos de sangre periférica significativamente menor que el
grupo control. En general se ha descrito que durante (145) e inmediatamente des-
pués del ejercicio tiene lugar una linfocitosis (5,7,17,52,145,146,147), aunque al
cabo de cierto tiempo ya no se detecta (17). De hecho, algunos autores indican
que a partir de los 30 min de finalizado el ejercicio, esa linfocitosis se transforma
en linfopenia (148).
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El patrén en la concentracién de neutréfilos es mas variable, puesto que hemos
encontrado que hay aumentos, disminuciones y también, grupos que no presen-
tan cambios respecto al grupo de individuos sedentarios. Esta variabilidad tam-
bién ha sido descrita por otros autores como Busse y cols. (149) y Simon (7), ¥
parece que depende del porcentaje de linfocitos, puesto que se ha descrito que la
linfocitosis que tiene lugar después del ejercicio es debida a la mayor liberacion
de adrenalina (150,151), lo que induciria un aumento de la liberacién de linfocitos
desde los 6rganos linfoides hacia la circulacion (152,153) produciendo una varia-
bilidad del porcentaje de PMNs en funcién del porcentaje de linfocitos.

En cuanto al estado inmunoldgico, a nivel de la funcién fagocitica de los PMNs
neutréfilos observamos que todos los grupos experimentales presentan una
menor capacidad de quimiotaxis respecto a controles y también, la mayoria, una
menor capacidad de fagocitosis (excepto los grupos EM, atletismo y baloncesto).
En el resto de las etapas del proceso fagocitico, adherencia y digestiéon no se
observan modificaciones respecto a los controles. Existen pocas investigaciones
en este campo en relacién a los deportistas de élite ya que en general, la mayo-
ria de los trabajos realizados sobre este tema se refieren al efecto del ejercicio
sobre la funcién fagocitica de neutrdfilos de individuos sedentarios y los resulta-
dos indican que se produce una estimulacién asociada al ejercicio en ciertas eta-
pas de dicho proceso fagocitico (38,154)

A nivel de la capacidad de proliferacién de los linfocitos de sangre periférica en
respuesta a mitégeno, en general todos los grupos de deportistas, exceptuando el
grupo de piraglistas, presentan inhibicién de esta capacidad, lo cual coincide con
los resultados de otros autores (15) y en general con todos aquellos que asocian
el ejercicio intenso con inmunosupresién (1,2,17). Por su parte, el grupo EM no
presenta modificaciones respecto al grupo control, lo que podria estar relaciona-
do con el caracter transitorio de los cambios asociados a cargas de ejercicio
(155,156), de forma que esos cambios en los parametros inmunes se producen
inmediatamente después del ejercicio y al cabo de cierto tiempo vuelven a los
valores basales o normales.

Por tanto y aunque existen excepciones puntuales parece que se puede hablar de
una inmunsupresién (1, 2, 17) en los individuos que realizan deportes de élite, por
lo menos en lo que se refiere a la funcién de linfocitos y a algunas etapas del pro-
ceso fagocitico de neutrdfilos. Esta inmunosupresion no se extiende a los indivi-
duos que realizan ejercicio de forma moderada, donde la mayoria de los investi-
gadores indican que se produce un aumento de la inmunidad (3, 5, 6, 11, 157, 158,
159, 160).

A nivel hormonal, todos los grupos experimentales presentan unos niveles signifi-
cativamente elevados de cortisol y unos niveles significativamente inferiores de
ACTH, respecto a los individuos sedentarios. Esos niveles elevados de cortisol,
podrian ser debidos a cambios relativamente estables de los propios niveles basa-
les de la hormona por la exposicion prolongada a agentes estresantes (44).
Ademas, se sabe que la secrecién de esta hormona durante un largo periodo de
tiempo puede tener un impacto fisioldgico a largo plazo, probablemente porque
halla una alteracion en el nimero, densidad o funcionalidad de los receptores
endocrinos (161). Los glucocorticoides circulantes, de los cuales el cortisol es el
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mas representativo, actuan sobre la pituitaria inhibiendo la secrecion de ACTH
(162,163). Por tanto es posible que los bajos niveles de ACTH sean consecuen-
cia de un mecanismo de retroalimentacién negativo de los niveles elevados de
cortisol (164). Por otra parte, se ha comprobado que cuando los animales de
experimentacién son sometidos a periodos de entrenamiento crénico o a repeti-
das exposiciones al mismo tipo de estrés, presentan unos niveles de ACTH infe-
riores a animales controles (165,166). Estas evidencias podrian explicar los dis-
tintos niveles hormonales en los deportistas.

La elevacion de los niveles de cortisol observada en el grupo EM podria ser con-
secuencia del estrés psicolégico provocado por la propia extraccién de sangre
(167), puesto que este grupo no esta acostrumbrado a este protocolo como lo
estan los deportistas. En este caso, como el grupo EM presenta altos valores plas-
maticos de cortisol pero no una disminucién en la capacidad linfoproliferativa, esto
implicaria que otros factores inciden en la relacién glucocorticoide-respuesta lin-
foproliferativa. En este sentido las B-endorfinas podrian estar implicadas. En efec-
to, a los niveles de B-endorfina, sélo presentan un aumento significativo el grupo
EM, mientras que el resto de los grupos experimentales presentan unos niveles
comparables a los de los individuos sedentarios. Aunque el ejercicio suele ir
acompanado por una elevacion de los niveles de B-endorfina, también es cierto
que dichos niveles vuelven al estado basal 60 minutos después de finalizado el
mismo (45,46). Nuestros resultados no coinciden con los de algunos autores que
afirman que después de ejercicios diarios los niveles de B-endorfina son superio-
res a los de controles sedentarios (47) porque hay una mayor produccién de esos
opidides endogenos y de la molécula precursora, la POMC.

Por (ltimo, en cuanto a los resultados obtenidos en relacién a los niveles de antio-
xidantes intracelulares no enzimaticos (vit. C y vit. E), enziméticos (SOD) y los
niveles de peroxidacién lipidica, medido como contenido de malondialdehido
(MDA), los distintos grupos experimentales no presentan, en ningun caso, un per-
fil semejante ni que siga ninguna relacién con los otros parametros cuantificados.
Esta gran variedad de resultados podria ser debida a un aspecto, que hasta ahora
no hemos comentado pero que es muy tipico dentro del mundo del deporte y entre
los deportistas, como es el de la dieta y las suplementaciones, que se ha descri-
to que pueden intervenir en la modulacién de los efectos endocrinos que produce
el estrés fisico (168). En este sentido y hasta ahora, lo mas tipico eran las suple-
mentaciones con complejos de vitaminas y minerales, pero ultimamente se estan
empezando a incluir toda una serie de compuestos como L-carnitina, antioxidan-
tes tidlicos etc., en un intento de “mejorar” la capacidad y la realizacion fisica ,
retrasar la fatiga, etc. En este trabajo nos ha resultado imposible controlar este
aspecto, entre otras causas, porque suele ser una informacién bastante reserva-
da por parte de los responsables médicos y en muchas ocasiones, por puro des-
conocimiento por parte de los deportistas, aunque en ningun caso dudamos de la
legalidad de dichas suplementaciones.

De los resultados obtenidos es dificil establecer una conclusién general sobre el
estado inmunoldgico de los deportistas de élite, puesto que dichos resultados
muestran una gran variabilidad. La mayoria de los autores que han trabajado con
este tipo de deportistas hablan de una inmunosupresién asociada al entrena-
miento de alta intensidad, pero también es cierto que la experimentacién en esos
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casos se realiza inmediatamente después de concluir una de esas sesiones de
entrenamiento, momento en el que se produce esa inmunosupresién que podria
ser temporal. Por otro lado también esta bastante aceptado que los parametros
inmunoldgicos inmunodeprimidos vuelven a su nivel basal, como mucho, dentro
de las 24 horas después del ejercicio. Volviendo a nuestros resultados y sin gene-
ralizar, parece que podriamos hablar de una cierta inmunosupresién que afectaria
a algunas de las etapas del proceso fagocitico de los neutréfilos, sobre todo a la
capacidad de quimiotaxis, y a la funcién de los linfocitos, por lo menos, a su capa-
cidad de proliferacién en respuesta a mitégenos in vitro. Lo que si parece claro es
que las respuestas inmunoldgicas estan determinadas y moduladas por numero-
sos “factores” que pueden ser considerados, como son los umbrales de intensidad
y duracion del ejercicio, necesarios para definir las respuestas, la capacidad de
adaptacién del organismo como resultado del entrenamiento, la emotividad del
individuo, situacion en la que se realiza el ejercicio, condiciones ambientales,
dieta, suplementos dietéticos, presiones sociales, etc.

4.2. EFECTO DE UNA MAYOR INTENSIDAD DE ENTRENAMIENTO

En este apartado discutiremos los resultados obtenidos cuando comparamos los
parametros inmunes, de hormonas, de B-endorfinas y de antioxidantes de uno de
los grupos de deportistas (ciclistas) que han llevado a cabo un programa de entre-
namiento de intensidad creciente que ha sido preparado para llegar al momento
de la competicion en el mejor estado de forma posible.

En general, los estudios realizados sobre el efecto de diferentes intensidades de
entrenamiento se llevan a cabo en cortos periodos de tiempo (20,21,169), pero
nunca tan a largo plazo como en nuestro caso, donde existe una diferencia de 16
meses entre las dos medidas.

Esta bastante aceptado que el entrenamiento da lugar a un aumento de la inmu-
nidad (170) y a una disminucion de la susceptibilidad a enfermedades cuando se
realiza de forma regular, moderada y controlada (1). Es légico pensar por tanto,
que igual que el entrenamiento realizado de forma controlada da lugar a una serie
de cambios adaptativos que capacitan al organismo para responder a las exigen-
cias de demandas funcionales que aumentan progresivamente (171,172), también
se produzcan esos cambios adaptativos a nivel de S|, dando como resultado una
inmunidad aumentada al igual que aumentan las funciones de otros sistemas del
organismo (173), entre los que podriamos destacar el aumento en la capacidad
funcional de los sistemas endocrinos (44).

Los resultados que hemos obtenido en relacién a la funcién de neutréfilos y de lin-
focitos estarian de acuerdo con esta uitima teoria puesto que, en general, encon-
tramos un ligero aumento tanto en distintas etapas del proceso fagocitico de neu-
tréfilos como en la capacidad de respuesta proliferativa de los linfocitos. Por tanto,
aunque se produzca un incremento en la intensidad de entrenamiento, si esta con-
trolado y no se llega al “sobreentrenamiento” se puede producir una “adaptacién”
de |a funcion inmune (173), como ocurre en muchos deportistas de élite.

Los resultados obtenidos respecto a los niveles de las hormonas de estrés (corti-
sol y ACTH) y de B-endorfina justo antes de su participacién en los J.J.0.0., nos
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indican que se ha producido un incremento de dichos niveles hormonales, signifi-
cativo tanto en ACTH como en la B-endorfina. Es légico pensar en la existencia de
un aumento en los niveles de estrés, probablemente mas psicolégico que fisico
(51) debido en este caso a la proximidad de un evento tan importante como los
J.J.0.0. y para el que estos deportistas se han estado preparando durante 4 afos.
Ademas, que sea mas un estrés psicoldgico que fisico se confirmaria seguin
Vescovi y cols. (167) por el hecho de que un estrés psicolégico va acompainado
por un incremento en ACTH y B-endorfina mientras que en el estrés fisico se pro-
duce elevacién también en los niveles de cortisol.

A nivel del contenido de &cido ascérbico en linfocitos y neutréfilos vemos que se
produce una dismisnucién, sobre todo en los linfocitos. Es posible que una mayor
intensidad de entrenamiento provoque una mayor produccion de radicales libres
que, como se sabe, tiene lugar de por si con el ejercicio (87,90) por lo que la eli-
minacion de dichos radicales para proteger las células del dafo oxidativo, produ-
ciria una disminucion de los niveles de antioxidantes endégenos.

Este hecho también se ha apreciado en los resultados obtenidos en ratones
sometidos a ejercicio fisico (118), aunque es aqui mas evidente dado que el acido
ascorbico es una vitamina para el hombre, que al no poder sintetizarla depende
de su ingesta para recuperar los niveles que son utilizados.

Por tanto y a la vista de los resultados parece evidente la necesidad de que los
programas de entrenamiento de deportistas de alto rendimiento sean rigurosa-
mente estudiados y continuamente controlados, ya que pueden proporcionar
importantes ventajas en la realizacién deportiva. Si esto no es asi, los deportistas
podrian llegar a sufrir el denominado “sindrome de sobreentrenamiento” (2,4,174)
caracterizado por el hecho de que el deportista entra en un estado de fatiga gene-
ralizada del que tiene problemas para recuperarse. El gran problema de este
sobreentrenamiento es que, cuando la preparacién o entrenamiento no ha sido
programado adecuadamente, puede coincidir con campeonatos o pruebas depor-
tivas importantes para las cuales el deportista se ha estado preparando, no obte-
niéndose los resultados esperados. Desde el punto de vista del Sl este sobreen-
trenamiento es facilmente detectable puesto que tiene lugar una importante inmu-
nosupresion asociada practicamente a todos los parametros que se han estudia-
do en este trabajo.

5. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos del estudio llevado a cabo, se pueden deducir las
siguientes conclusiones:

1.- En general, los deportistas de élite presentan una cierta inmunosupresién en
cuanto a |a capacidad de proliferacién de los linfocitos y a ciertas etapas del pro-
ceso fagocitico de PMNs neutrédfilos de sangre periférica. A nivel hormonal se
observa un aumento de los niveles basales de cortisol y una disminucién en los
de ACTH, no produciéndose cambios en los niveles de B-endorfina. Presentan
una gran variabilidad en cuanto a los niveles intracelulares de antioxidantes endo-
genos,
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Por su parte los individuos que realizan ejercicio de forma moderada o bién no
presentan modificaciones en cuanto a su estado inmunolégico comparado con el
de individuos sedentarios, o bién en algunos parametros muestran una estimula-
cion funcional de las mismas..

2.- El aumento de la intensidad de entrenamiento, a largo plazo y realizado de
forma progresiva y controlada, induce una cierta estimulacion de la respuesta inmu-
ne, aunque vaya acompafnado de un mayor estrés psicoldgico, lo que indicaria que
el deportista no tiene peligro de padecer el sindrome de sobreentrenamiento.
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