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Presentación

A pesar de la idea, cada vez más extendida, de que el ejercicio físico es beneficioso para
la salud, se plantean algunas paradojas que no han sido resueltas todavía y que obli-
gan a introducir cautelas en la aplicación general de esta aseveración.

Así, aunque el ejercicio altera la distribución y tráfico de células mononucleares peri-
féricas, y generalmente mejora la función inmune, el entrenamiento excesivo puede
originar disfunciones que conducen a un aumento en la susceptibilidad a las infecciones
y que suelen conocerse como "síndrome del sobreentrenamiento". Un segundo aspec-
to paradójico se refiere a la relación entre el ejercicio y los efectos tóxicos del oxígeno,
ya que el ejercicio incrementa considerablemente el consumo de oxígeno y la producción
de radicales libres centrados en este átomo, a los que se supone asociados al enve-
jecimiento y a un cierto número de patologías. Aunque aún no se ha establecido una
relación causal entre la realización de ejercicio y la manifestación de estrés oxidati-
vo, tras la realización de ejercicio agudo se han observado aumentos en los niveles
de diversos productos resultantes de la peroxidación lipídica, incluyendo hidroperó-
xidos lipidióos, aldehido malónico, sustancias reactantes con ácido tiobarbitúrico,
etano y pentano. Aunque en los animales o humanos sin entrenar la produción de radi-
cales libres generados por el ejercicio pudiera exceder la capacidad de los sistemas
de defensa antioxidante, ocasionando estrés oxidativo y daño tisular, el entrena-
miento físico es capaz de regular los sistemas de defensa antioxidante proporcionando
protección adicional a las células.

El interés científico actual en los radicales libres trasciende más allá de lo relacionado
con sus aparentes efectos patológicos. El oxígeno ha significado un importante impul-
so promotor de cambios evolutivos y no parece desatinado pensar que el oxígeno o algún
producto derivado de él pudiera seguir actuando como estímulo promotor de la acomo-
dación a cambios en el consumo celular de oxígeno. El músculo esquelético, por ejem-
plo, responde al entrenamiento aeróbico con un incremento en la capacidad respiratoria
que es consecuencia del aumento en el número de mitocondrias. Aunque todavía no se
conoce el estímulo promotor de la proliferación mitocondrial, se ha sugerido que puede
proceder de los radicales libres generados en exceso en el tejido muscular por el mayor
consumo de oxígeno y la disminución en la eficiencia del transporte electrónico que puede
provocar el incremento de la temperatura muscular.

El estrés térmico y el estrés oxidativo son solamente dos ejemplos de un amplio núme-
ro de situaciones de estrés frente a las que todas las células estudiadas hasta la fecha
son capaces de responder de una manera predecible. La respuesta consiste en la induc-
ción de la síntesis de una serie amplia de proteínas, a las que se conoce como proteí-
nas de choque térmico o de estrés (HSPs), cuya función parece relacionarse con la protección
de los daños inducidos por el estrés y la defensa para afrontarlo con éxito en situacio-
nes futuras. Este proceso se conoce como respuesta celular de estrés, para diferenciarlo
de la respuesta simpática de estrés, caracterizada por una serie de cambios neuroen-
docrinos que resultan de la activación que sufre el hipotálamo por el estrés. Sin embar-
go, existen evidencias experimentales de que entre ambos procesos pudiera existir una
relación causa-efecto.



El sistema inmune y los sistemas celulares de respuesta al estrés presentan ciertas ana-
logías. Ambos sistemas parecen haberse desarrollado para garantizar la superviviencia
del individuo frente a las agresiones del entorno y ambos sistemas parecen modularse
por el estrés y, por ello, responden al ejercico físico. Precisamente esta característica
común de respuesta al estrés, es la que se ha tomado como línea directriz para la orga-
nización de este volumen titulado "Ejercicio y estrés: Aspectos celulares y moleculares".
En él se incluyen trabajos que de forma directa o indirecta tratan la cuestión que se sus-
cita al comienzo de esta presentación sobre los límites del paradigma del deporte y la
salud, y se ofrece un abordaje experimental para aproximarse a la naturaleza de la señal
inducida por el ejercicio que es capaz de desencadenar el proceso de adaptación mus-
cular, utilizando modelos experimentales animales. El sistema endocrino tiene aquí un
importante papel modulador de la respuesta del sistema inmune por el ejerció y, posi-
blemente también, de la respuesta celular de estrés. Con respecto a este último aspec-
to, la hipótesis que se plantea de que la respuesta celular de estrés pudiera ser un paso
trascendental para la adaptación al entrenamiento y no solamente una consecuencia nega-
tiva de la agresión producida por algún factor generado por el ejercicio, ofrece una
nueva vía para el estudio de los mecanismos que determinan la especificidad y selecti-
vidad de las respuestas adaptativas. Si resultara, como parece probable, que esto es así,
podríamos haber encontrado un grupo de marcadores muy sensibles de la respuesta al
ejercicio y de la adaptación al entrenamiento.

RAFAEL MANSO
Universidad Autónoma de Madrid
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Resumen: Un gran número de trabajos aparecidos en los últimos años han llamado la
atención de los investigadores sobre las denominadas proteínas de choque térmico o estrés
(HSPs), un grupo de proteínas agrupadas en familias de características próximas cuya
síntesis se incrementa considerablemente en situaciones comprometidas para la célu-
la. A estas proteínas se atribuyen funciones esenciales que incluyen la participación en
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Inducción de la síntesis de proteínas de estrés

el plegamiento correcto de las proteínas, su translocación a diferentes compartimentos
y su organización en agregados supramoleculares, protegiendo a las células de las
agresiones del entorno y preparándolas para superar nuevas situaciones de estrés.
Durante el ejercicio se alteran numerosos parámetros fisiológicos (incluyendo la temperatura,
pH, concentraciones iónicas, disponibilidad de nutrientes y oxígeno, etc.) lo que puede
ser percibido por las células de diversos tejidos como una situación de estrés de la que
debe defenderse el organismo para mantener la homeostasis. En este trabajo se pre-
sentan los resultados de un estudio dirigido a caracterizar la respuesta de estrés en las
fibras del músculo esquelético y en células hepáticas, analizando las cinéticas de induc-
ción y de acumulación de las proteínas de estrés de la familia de 70 kDa y otras HSPs
abundantes en mamífero. Para obtener información sobre el posible agente estresante
que actúa como inductor primario de la respuesta de estrés al ejercicio en las células
musculares y tratar de establecer su posible relación con la respuesta de estrés en híga-
do, se han estudiado en paralelo dos músculos que difieren en sus características meta-
bólicas y contráctiles y en el grado de implicación en el ejercicio: el músculo soleo, formado
en casi su totalidad por fibras de contracción lenta y muy activo durante el ejercicio,
y el extensor de los dedos largos (EDL), formado casi exclusivamente por fibras rápi-
das y escasamente implicado en la actividad locomotriz durante la carrera de inten-
sidad moderada en tapiz rodante. Las velocidades relativas de síntesis (referidas a
la proteína de expresión constitutiva HSP73) de las diferentes HSPs se analizaron tras
separación de los componentes individuales marcados radiactivamente (por incuba-
ción de cortes de tejido con 35S-metionina) mediante electroforesis bidimensional. Gran
parte de las proteínas de estrés estudiadas aumentaron considerablemente su velo-
cidad de síntesis después del ejercicio, tanto en el músculo soleo como en el EDL,
alcanzando valores máximos poco después de finalizar la carrera y retornando a los
valores de reposo en unas 5-6 h. La cinética de síntesis de proteínas de estrés en el
hígado es similar a la observada en músculo. Los niveles de la proteína de estrés indu-
cible HSP72, la más sensible a situaciones de estrés en células de mamífero, aumen-
tó solamente de forma transitoria en el periodo de postejercicio en el músculo EDL
pero su acumulación en el músculo soleo fue más continua y estable. Esta diferen-
cia cinética en la acumulación de proteína entre el soleo y el EDL se repite para otras
proteínas de estrés como la GRP75 y la HSP90. La proteína constitutiva HSP73
aumentó de forma transitoria en ambos músculos pero no en hígado. Las diferentes
proteínas de estrés presentan niveles básales muy diferentes en diversos órganos e
incluso en diferentes tipos de fibras. Así, la proteína HSP72 es mucho más abundante
en el músculo soleo que en el EDL u otros tejidos y la GRP78 es mucho más abun-
dante en hígado. La HSP73, sin embargo, presenta niveles relativamente constantes
en diferentes órganos. Aunque la respuesta de estrés al ejercicio en el hígado tiene,
en general, características similares a las del músculo esquelético, el comporta-
miento cinético de la proteína GRP78 fue peculiar ya que su síntesis se induce de forma
retardada. Considerados en su conjunto, los resultados que se presentan ponen de
manifiesto que la respuesta celular de estrés del músculo esquelético al ejercicio agudo
no se induce por la actividad contráctil muscular, sino que el agente inductor debe ser
producido y/o distribuido por todo el organismo. No obstante, parecen existir meca-
nismos dependientes de la actividad contráctil que hacen que los niveles de proteí-
nas de estrés aumenten solamente en los músculos activos. Este comportamiento podría
responder a una estrategia evolutiva de anticipación para prevenir las graves con-
secuencias que los daños en el músculo esquelético pueden tener para la supervi-
vencia del individuo.
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Palabras clave: Proteínas de choque térmico o de estrés, ejercicio, músculo esqueléti-
co, hígado, ratas Wistar.

Abstract: Heat-shock or stress proteins (HSPs) are thought to play an essential role ¡n
protecting cells from stress and preparing them to survive new environmental challenges.
Induction of stress protein synthesis is an early event in the physiological response to
exercise. We report here the results of an investigation on the kinetics of synthesis and
accumulation of 70 kDa stress proteins in two different skeletal muscle types and in the
liver, to obtain information concerning the exercise-induced signal responsible for
promoting the skeletal muscle stress response. The rates of synthesis of 70 kDa heat-
shock proteins were greatly enhanced after a single exercise bout in both the active soleus
and in the scarcely implicated extensor digitorum longus muscle. They peaked early in
the post-exercise hours and returned to resting levéis after approximately 5-6 h. Kinetics
of stress protein synthesis ¡n the liver was similar to that of skeletal muscle, with the notable
exception of GRP78, a very prominent protein in the liver. The constitutive expression
levéis of the stress protein HSP72 in the soleus muscle were much higher than in other
skeletal muscle types and other tissues, while those of HSP73 were relatively constant
among tissues. HSP72 levéis in the soleus muscle increased almost linearly during the
first post-exercise hours. However, the levéis of this protein in the less active EDL muscle
increased only transiently following exercise, as also occurred with hsp 73 levéis in both
muscle types. The kinetic differences in the accumulation of HSP72 in both muscles were
also extended to GRP75 and HSP90, indicating that an effective accumulation of stress
proteins does only occur in active muscles. Taken together, these data indícate that the
skeletal muscle stress response to exercise is not induced by muscle contractile activity
itself but involves a factor produced and/or distributed by the whole organism. However,
there are apparently contractile activity-dependent mechanisms that enable an effective
accumulation of stress proteins in contracting muscles.

Key words: Heat-shock proteins, hsp 70 isoforms, hsp 72 phosphorylation, skeletal
muscle, exercise, Wistar rats.

14 Consejo Superior de Deportes. Serie ICd n° 18, 1998



Inducción de la síntesis de proteínas de estrés

1. INTRODUCCIÓN

1.1 El ejercicio físico y la respuesta simpática de estrés

Como respuesta a una situación de estrés, en los mamíferos se inducen una serie
de cambios neuroendocrinos que conducen a la activación del eje hipotálamo-
hipofisario-adrenal (con producción de esferoides corticales) y del sistema nervio-
so simpático (que conduce a la producción de catecolaminas). Ambos sistemas de
respuesta al estrés interaccionan funcionalmente en el cerebro, el lóbulo anterior
de la hipófisis, la glándula adrenal y los vasos sanguíneos periféricos, lo que
tiene como resultado un incremento de la actividad cardiovascular que amplifica
la homeostasis. El ejercicio físico es uno de los estímulos inductores de la respues-
ta fisiológica de estrés. Modificando su intensidad y duración se pueden obtener
respuestas graduales predecibles, lo que lo hace un buen candidato para el estudio
de las alteraciones inducidas por el estrés. La respuesta del organismo al ejerci-
cio implica cambios fisiológicos profundos.

A pesar de la idea, cada vez más extendida, de que cualquier tipo de ejercicio físico
es beneficioso para la salud, se han obtenido datos experimentales que plantean
ciertas paradojas que no han sido resueltas todavía y que obligan a introducir
cautelas en la aplicación general de esta aseveración. Así, aunque el ejercicio altera
la distribución y tráfico de células mononucleares periféricas y, generalmente
mejora la función inmune, el entrenamiento intenso puede originar disfunciones que
conducen a un aumento en la susceptibilidad a las infecciones. Un segundo
aspecto paradójico se refiere a la relación entre el ejercicio y los efectos tóxicos
del oxígeno, ya que el ejercicio incrementa considerablemente el consumo de
oxígeno y la producción de radicales libres centrados en este átomo a los que se
supone asociados al envejecimiento y a un cierto número de patologías. Aunque
aún no se ha establecido una relación causal entre la realización de ejercicio y la
manifestación de estrés oxidativo, tras la realización de ejercicio agudo se han obser-
vado aumentos en los niveles de diversos productos resultantes de la peroxidación
lipídica, incluyendo hidroperóxidos lipidíeos, aldehido malónico, sustancias reac-
tantes con ácido tiobarbitúrico (TBARS), etano y pentano. Aunque en los anima-
les o humanos sin entrenar la produción de radicales libres generados por el
ejercicio pudiera exceder la capacidad de los sistemas de defensa antioxidante,
dando lugar a daños tisulares, el entrenamiento físico parece capaz de regular los
sistemas de defensa antioxidante proporcionando protección adicional contra un
incremento en la producción de radicales libres.

El interés científico actual en la importancia de los radicales libres trasciende a sus
pretendidos efectos patológicos. El oxígeno ha significado un importante impulso
promotor de cambios evolutivos y no parece desatinado pensar que algunos
productos derivados de él pudieran seguir actuando como estímulos promotores
de la acomodación a cambios en las exigencias energéticas. Aunque el estímulo
que induce la proliferación mitocondrial durante el entrenamiento de resistencia aeró-
bica todavía no es conocido, se ha sugerido que puede proceder del incremento
en la producción de radicales libres que se asocia al mayor consumo de oxígeno
y a la disminución en la eficiencia del transporte electrónico provocado por el
incremento de la temperatura muscular. El estrés oxidativo y la hipertermia son sola-
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mente dos de los posibles tipos de agresiones a que pueden verse sometidas las
células musculares durante la realización de ejercicio. La acidificación, resultan-
te de la actividad glucolítica, la hipoxia, la deficiencia de glucosa, la elevación de
niveles de iones, particularmente el calcio y el estrés mecánico, constituyen facto-
res adicionales de perturbación del equilibrio celular que pueden inducirse como
consecuencia del ejercicio físico. Las células de diferentes tejidos disponen de meca-
nismos para percibir estas señales e inducir respuestas defensivas que garanticen
la supervivencia celular.

1.2 Proteínas de choque térmico y chaperones moleculares

Todas las células estudiadas hasta la fecha, desde el más sencillo de los proca-
riontes a las células de las especies mas complejas, inducen la síntesis de una serie
de proteínas, conocidas como proteínas de choque térmico o de estrés, cuando se
someten a la acción de una gran diversidad de situaciones agresivas. Por haberse
caracterizado esta respuesta tras aumentos en la temperatura, la denominación de
proteínas de choque térmico (heat-shock proteins, HSP) ha prevalecido, aunque
resulta más adecuada la denominación de proteínas de estrés para hacer referencia
a la gran diversidad de situaciones agresivas que inducen esta respuesta celular.
El hecho de que la respuesta de estrés sea común a todos los sistemas biológicos
estudiados sugiere que las proteínas de estrés son fundamentales, bien para
responder al estrés, bien como mecanismo de supervivencia celular tras el estrés.
Además, algunas de estas proteínas o proteínas relacionadas se expresan de
forma constitutiva en altos niveles, por lo que se les atribuyen funciones esenciales
para la actividad celular normal. Pueden interaccionar con otras proteínas para contri-
buir al correcto plegamiento proteico, su estabilización, su translocación en el
interior celular y su organización en agregados supramoleculares. Numerosas, aunque
no todas las proteínas de estrés actúan como chaperones moleculares (término que
hace referencia a su capacidad de interaccionar con otras proteínas que no están
en su conformación nativa) y, viceversa, algunos chaperones moleculares son
proteínas constitutivas cuyos niveles no se modifican considerablemente en
respuesta a situaciones de estrés. Por ello, se suele hacer referencia a este grupo
de familias proteicas como proteínas de estrés y chaperones moleculares. La
participación de estas proteínas en el plegamiento proteico se puso de manifies-
to en estudios sobre la importación de proteínas en la mitocondria, lo que ocurre
con todas las proteínas que están codificadas por genes nucleares. Tras su sínte-
sis en el citosol las proteínas precursoras atraviesan las membranas mitocon-
driales en una conformación desplegada. Cuando la cadena polipeptídica alcanza
la matriz mitocondrial, se estabiliza uniéndose al componente mitocondrial de la
familia de proteínas de estrés de 70 kDaltons (denominada GRP75, por proteína
regulada por glucosa de 75 kdaltons). Posteriormente, la proteína se une a la
HSP60, otra proteína de estrés localizada en el interior mitocondrial que forma parte
de una familia de proteínas de unos 60 kDa (a cuyos miembros se conocen con el
nombre de chaperoninas) que, en unión de un cofactor (otra proteína de estrés de
pequeño tamaño, la HSP10), parece formar una estructura adecuada para el
correcto plegamiento de la proteína. La entrada de proteínas al retículo endo-
plásmico implica a otro miembro de la familia de proteínas de estrés de 70 kdal-
tons, la GRP78. Las proteínas HSP70 y HSP90 participan en la translocación del
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receptor de glucocorticoides desde el citosol al núcleo, lo que constituye un punto
de convergencia entre la respuesta endocrina al estrés y la actividad de estas prote-
ínas. En los mamíferos las proteínas de respuesta celular al estrés que más se inducen
son los componentes de la familia de proteínas de estrés de 70 kDa, un grupo de
proteínas relacionadas en el que se incluyen HSP72, HSP73, GRP75 y GRP78. Todas
ellas tienen la capacidad común de interaccionar con ATP pero tienen diferente loca-
lización subcelular. HSP72 y HSP73 se localizan en el citosol y en el núcleo. La HSP73
se expresa de forma constitutiva (sin requerir exposición a situaciones de estrés)
a niveles relativamente altos mientras que la HSP72 suele inducirse mucho en situa-
ciones de estrés. La GRP78 se encuentra en la luz del retículo endoplásmico en
donde tiene ciertos niveles básales que se incrementan por situaciones que produ-
cen estrés en este compartimento. La GRP75, se localiza en la mitocondria, en donde
participa en la tranlocación de precursores de proteínas mitocondriales, interac-
cionando con la HSP60 y otras HSPs para facilitar el plegamiento y la oligomeri-
zación de complejos proteicos. La expresión constitutiva de las diferentes proteínas
de estrés es diferente en los diversos tejidos e incluso en diferentes células dentro
de un mismo tejido, lo que indica que estas proteínas realizan funciones esenciales
específicas.

1.3 El ejercicio físico y la respuesta celular de estrés

El ejercico físico es capaz de inducir la síntesis incrementada de proteínas de estrés, lo
que ha sido puesto de manifiesto inicialmente en células de bazo, linfocitos periféricos
y músculo soleo de ratas macho, y en diversos músculos de las patas traseras, miocar-
dio e hígado, en ratas hembra. Una de las hipótesis iniciales sugería una relación entre
la subida de la temperatura y el aumento del estrés oxidativo tisular y la inducción de la
respuesta celular de estrés tras ejercicio, basándose en datos comparativos de las pro-
teínas de estrés inducidas en cada una de estas situaciones. Al elevar la temperatura
del medio de incubación de los músculos a 42 SC, o exponerlos a la presencia de espe-
cies reactivas de oxígeno (generadas con el sistema xantina-xantina oxidasa), se incre-
menta la síntesis de siete de las quince proteínas cuya presencia aumentaba por el ejercicio
(no coincidentes) y cinco comunes, quedando una única proteína que no responde ni al
estrés oxidativo ni al térmico, lo que sugiere que la acción concertada de ambos facto-
res pudiera justificar en gran medida la respuesta celular inducida por el ejercicio agudo.

A pesar de las evidencias de que el aumento de la temperatura que se produce duran-
te el ejercicio pudiera ser uno de los factores principales en la inducción de la respues-
ta de estrés, existen evidencias experimentales recientes que indican que el incremento
de la HSP70 que se produce como consecuencia del ejercicio físico es independiente
de la temperatura corporal, lo que sugiere la participación de otros factores que podrí-
an actuar como inductores de la respuesta celular de estrés al ejercicio físico en el mús-
culo esquelético y otros tejidos.

1.4 Objetivos

El presente trabajo se ha dirigido a caracterizar la respuesta de estrés en las fibras
del músculo esquelético y en el hígado, analizando las cinética de inducción y de acu-
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mulación de las proteínas de estrés de la familia de 70 kDa y otras HSPs abundan-
tes en mamífero. Para obtener información sobre el posible agente estresante que actúa
como inductor primario de la respuesta de estrés al ejercicio en las células muscula-
res y tratar de establecer su posible relación con la respuesta de estrés en hígado,
se han estudiado en paralelo dos músculos que difieren en sus características meta-
bólicas y contráctiles y en el grado de implicación en la actividad locomotriz: el mús-
culo soleo, formado en casi su totalidad por fibras de contracción lenta y muy activo
durante el ejercicio, y el extensor de los dedos largos (EDL), formado casi exclusivamente
por fibras rápidas y escasamente implicado en la actividad locomotriz durante la
carrera de intensidad moderada en tapiz rodante. Utilizando técnicas de electrofore-
sis bidimensional y de cuantificación con ayuda de anticuerpos específicos se pretende
localizar las proteínas de estrés más prominentes en diferentes tejidos de la rata y estu-
diar la inducción de su síntesis y acumulación tras el ejercicio. Adicionalmente, se deter-
minaran comparativamente los niveles básales de expresión de proteínas de estrés
en diferentes tipos de fibras musculares esqueléticas, en miocardio y en otros órga-
nos relevantes para la actividad metabólica durante el ejercicio para obtener un visión
de la posible importancia funcional de cada una ellas en los diferentes tejidos. De los
datos resultantes podrán sacarse conclusiones sobre si el agente inductor de la res-
puesta de estrés muscular, sea éste cual sea, se produce exclusivamente en el mús-
culo como consecuencia de la actividad contráctil o es producido o distribuido por todo
el organismo. Además, los resultados se analizarán en relación con los interrogantes
sobre la cuestión de si el aumento en los niveles de proteínas de estrés es solamen-
te una consecuencia negativa de la situación de estrés a que se ven sometidas las célu-
las o constituye realmente un paso fundamental para que se produzca el proceso
adaptativo.

2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 Animales de experimentación y protocolo de ejercicio

Se utilizaron como animales de experimentación ratas Wistar de 4-5 meses de edad en
el momento del sacrificio. Los animales se criaron en el Centro de Biología Molecular,
donde se mantuvieron en un ambiente de temperatura (22-24-C) y humedad relativa (50-
60%) controladas, con un ciclo circadiano de L/O 12:12. Se alimentaron con una dieta
de comida estandard para rata (A-0,4 PanLab) y agua "ad libitum". Los animales se entre-
naron en un tapiz rodante (Li 8706 Letica Scientific Instruments). Antes de comenzar los
experimentos los animales se sometieron a un periodo de preentrenamiento (5 días, 10-
20 min./día) para permitir que se familiarizaran con el tapiz rodante.

El ejercicio agudo consistió en 60 min. de carrera en el tapiz rodante a una velocidad de
22 m/min. durante los primeros 10 min. y de 27 m/min. los 50 min. restantes. Se hicie-
ron cuatro grupos de animales que se anestesiaron y sacrificaron a distintos intervalos
de tiempo tras el ejercicio: Oh (inmediatamente después de finalizar el ejercicio) y 1h,
2h y 4h post-ejercicio. Un grupo de animales familiarizado previamente con el tapiz
rodante se utilizó como grupo control. Todas las intervenciones se hicieron siguiendo las
recomendaciones que se indican en la "Guía de cuidados y uso de animales de labora-
torio" (Deparmento de Salud y Servicios Humanos, Institutos Nacionales de la Salud, USA)
así como en las normas europeas sobre protección de los animales.
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2.2 Evaluación de la síntesis de proteínas de estrés en cortes de tejido

Tras el ejercicio los animales se anestesiaron con una inyección intraperitoneal (200ul/100g
de peso corporal) de una solución de 40mg/ml de quetamina (Ketolar, Parke-Davis) y 5mg/ml
de xilacina (Rompun, Bayer) y se extrajeron rápidamente los músculos EDL y soleo de
las patas traseras y el hígado (tras realizar una perfusión hepática con solución salina
para eliminar la sangre). Para determinar los niveles de síntesis de las proteínas de estrés,
se prepararon secciones transversales (0.75 mm de espesor) de la zona media de los
músculos (cortador de tejidos The Mickel Laboratory Engeneering Co. Ltd). En el caso
del hígado, para aumentar la superficie de interacción con el medio de cultivo, de un frag-
mento de tejido se prepararon secciones primarias que se cortaron longitudinal y trans-
versalmente para obtener así cubos de aproximadamente 0.75 mm de lado. Los músculos
e hígado no utilizados para la preparación de cortes finos se congelaron inmediatamente
después de su extracción en nitrógeno líquido y se guardaron a -70-C hasta su poste-
rior utilización para la determinación de los niveles de proteínas de estrés por cuantifi-
cación con ayuda de anticuerpos. Para evaluar la síntesis de las proteínas de estrés se
utilizó, con pequeñas variaciones, el método descrito por Locke y cois. Los cortes de teji-
do se equilibraron durante 30 min. a 379C con dos cambios de medio mínimo esencial
de Dulbecco sin metionina en una estufa con una atmósfera de CO2 al 5%, y se incu-
ban durante 2h en medio nuevo suplementado con 275uCi/ml de una mezcla de -70%
[35S]metionina y -30% [35S]cisteína (Amersham). Una vez finalizada la incubación los cor-
tes se lavaron con solución salina fisiológica y se congelaron inmediatamente en nitró-
geno liquido. El nivel de síntesis para cada una de las proteínas de estrés se determinó
después de someter a flourografia geles bidimensionales de homogeneizados de pro-
teínas totales. Debido a que los cortes de tejido se mantienen metabólicamente activos
durante su equilibrado e incubación (2 h y media), mientras que las muestras utilizadas
para determinar los niveles se congelaron inmediatamente después de su extracción, los
datos de síntesis no corresponden temporalmente con los de los niveles, por lo que en
las gráficas se corrige el tiempo considerando el periodo de incubación, que se indica
en la misma mediante una línea discontinua en cuyo centro se sitúan los valores obser-
vados.

2.3 Separación de proteínas mediante electroforesis mono y bidimensional

A partir de las muestras congeladas o de los cortes de tejido incubados con metioni-
na radiactiva, de músculo o hígado se prepararon homogeneizados en 19 vol. de CIK
10mM,Tris-CIH 10mM pH 7,6, 2-mercaptoetanol 180 mM, glicerol al 50% y PMSF 1mM.
La separación de las proteínas de los homogeneizados totales (80-100 (xg de prote-
ína/muestra) se realizó mediante electroforesis desnaturalizante con SDS en geles de
poiyacrilamida (SDS-PAGE) utilizando concentraciones de acrilamida del 9% o del 12%
y 20 % ó un 15% de glicerol, respectivamente. Las electroforesis bidimensionales (2D-
EF) se realizaron esencialmente según el método descrito por O'Farrel. Para la pre-
paración de las muestras, las proteínas presentes en los homogeneizados de tejido
se precipitaron añadiendo 4 volúmenes de acetona (99,9%, grado HPLC, Sigma-
Aldrich), se centrifugó a 10000 x g durante 2 min. y el sedimento se disolvió en una
solución de urea 9,8 M (Gibco BRL), dithiotreitol 80mM (Gibco BRL), 2-mercaptoeta-
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nol 120mM, Nonidet P40 al 3,2 % y 0,8% de anfolitos pH 3-10 (Pharmalyte, Pharma-
cia), con una pequeña sonicación. Esta solución se centrifugó 1h a 100.000 x g y 10eC.
En cada uno de los geles de isoelectroenfoque (IEF, 1a dimensión de la electrofore-
sis bidimensional) de 18 cm de longitud y 2,5 mm de diámetro, se aplicaron aproxi-
madamente 200 |Kj de proteína. En estos geles se generaron gradientes de pH de 4-6,5
utilizando 2,4% de anfolitos de pH 4-6,5 y 0,48% de los de pH 3-10. Estos geles se
sometieron a isoelectroenfoque a 800V durante 17,5 horas seguido de 30 min. a
900V, con un amperaje máximo de 0,33 mA/gel. Una vez terminada la primera dimen-
sión, los geles se sacaron y equilibraron durante 10 min. en un tampón con 10 mM Tris/HCL
pH 6,8, 2% SDS, 10 mM ditriotreitol y 10% glicerol para posteriormente situarlos hori-
zontalmente sobre en geles en placa de gradientes de pliacrilamida del 9-20%, en los
que se reaizó la segunda dimensión. Los geles completos o zonas no utilizadas para
immunoreconocimiento se tiñeron con azul de Coomassie (Coomassie brillant Blue R.)
al 0,5%.

2.4 Cuantificación de la síntesis y acumulación de proteínas de estrés

La radiactividad incorporada en las HSP se detectó mediante fluorografía de los
geles de segunda dimensión siguiendo el método descrito por Chamberlain usando
X-Omat AR film (Kodak). Los tiempos de exposición se calcularon considerando la
incorporación especifica de radiactividad en proteína en los diferentes tipos de músculo
e hígado. En el músculo EDL se incorporó un 40% menos que en el soleo. Para poder
comparar las diferentes muestras entre si, corrigiendo las posibles diferencias
debidas a la actividad específica de la metionina o a la cantidad de proteína
cargada en cada gel, todos los datos se refieren a la incorporación especifica de
metionina en la proteína de estrés de expresión constitutiva HSP73, que se utiliza
como referencia interna. La repetición (n=5) de la determinación de la incorpora-
ción relativa de metionina en la misma muestra da los siguientes coeficientes de
variación: HSP72, 11%; GRP75, 14%; GRP78, 6%; HSP60, 20%. Cuando se reali-
zan diferentes cortes de tejido de un mismo músculo y se incuban de forma inde-
pendiente con metionina (n=5) y se realiza todo el proceso anterior los coeficientes
de variación que se obtienen son: HSP72, 18% ; GRP75, 19%; GRP78, 16%;
HSP60, 27%. Para medir los niveles de expresión de las diferentes HSPs, se
separaron las proteínas mediante geles mono- o bidimensionales y se transfirie-
ron a membranas de nitrocelulosa (0,2 um, Schleicher & Schüll) siguiendo el
método dscrito por Towbin y colb. usando una cubeta de transferencia en medio líquido.
Las membranas de nitrocelulosa se tiñeron con rojo Ponceau para visualizar la trans-
ferencia y poder localizar las proteínas de referencia. Posteriormente las membra-
nas se bloquearon con 5% de leche desnatada en un tampón salino con Tween 0,1%,
se lavaron y se procesaron para el reconocimiento especifico de las diferentes prote-
ínas de estrés con anticuerpos monoclonales específicos. El complejo antígeno anti-
cuerpo se reconoció con un anticuerpo secundario (dirigido contra inmunoglobulinas
del animal en que se produjo el anticuerpo primario) conjugado con peroxidasa de
rábano que se detectó mediante una reacción de quimioluminiscencia amplifica-
da (ECL, Amersham). La cuantificación de la proteína en geles teñidos con azul de
coomassie, autoradiografias o películas expuestas a la reacción de quimiolumui-
niscencia se realizó mediante un densitometro láser (Molecular Dynamics, Image
Quant Software v.3.0).
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2.5 Descripción de anticuerpos

Se utilizaron anticuerpos comerciales que reconocían a las diferentes proteínas de estrés
en estudio. Todos los anticuerpos se preparaban en tampón TBS conteniendo albúmina al
0,1% y timerosal 0,1% para evitar el crecimiento bacteriano, en la dilución adecuada para
cada caso. Se utilizaron los siguientes anticuerpos: 1) Anti-HSP60 monoclonal (clon LK-1,
StressGen SPA-806), empleado para el reconocimiento de la proteína homologa a GroEL.
HSP60, a una dilución 1/500; 2) Anti-HSP70 monoclonal (clon C92F3A-5, StressGen SPA-
810), que reconoce la forma inducible HSP72y sus isoformas, a una dilución 1/250; 3) Anti-
HSC monoclonal de rata (1B5, StressGen SPA-815), que reconoce la proteína de expresión
constitutiva HSP73 y sus isoformas, a una dilucción 1 /1000; 4) Anti-(HSC70 y HSP70) mono-
clonal (N27F3-4, StressGen SPA-820), que reconoce ambas proteínas, tanto la forma indu-
cible (HSP72), como la constitutiva (HSP73 o HSC) de la familia de proteínas HSP70 y sus
isoformas, a una dilución 1/1500-2500; 5)Anti-Heat Shock Protein 70 (HSP70) monoclonal
(clon BRM-22, Sigma), que reconoce ambas tanto la forma inducible (HSP72), como la cons-
titutiva (HSP73 o HSC) de la familia de proteínas HSP70 y sus isoformas, en un epítopo dife-
rente al que reconoce el anterior anticuerpo, a una dilución 1/5000; 6) Anti-GRP75 mono-
clonal (clon 30A5, StressGen SPA-825), empleado para el reconocimiento de la HSP70
mitocondrial (GRP75) a una dilución de 1/600-1000; 7) Anti-GRP78 monoclonal (clon 10C3,
StressGen SPA-827), se utilizó para reconocer la proteína localizada en el lumen del retí-
culo endoplasmático GRP78(BiP), a una dilución 1 /250); 8) Anti-HSP90 monoclonal (AC88,
StressGen SPA-830), empleado para inmunodetectar la proteína de estrés de localización
citoplasmática HSP90, a una dilución 1/700. Todos los anticuerpos fueron ensayados en mem-
branas de geles mono y bi-dimensionales de homogeneizados de proteínas totales para iden-
tificar las bandas o puntos de immunoreactividad, así como la presencia de isoformas. Como
anticuerpos secundarios se utilizaron anti-(lgG de ratón) policlonal de cabra (Transductíon
Labs) o ant¡-(¡mmunoglobulinas de ratón) (Dako) y anti-immunoglobulinas de rata (para el
anticuerpo monoclonal anti-HSP73, Dako), conjugados todos con peroxidasa de rábano y
auna dilución de 1:1500.

2.6 Análisis estadístico

Los datos se expresan como media ± desviación estándar del numero de animales indi-
cado en la leyenda de las figuras o tablas. En cada experimento, el análisis estadístico
se realizó mediante regresión múltiple usando el programa MicroTSP (versión 6). Tam-
bién se realizaron comparaciones entre grupos usando el test de la T de Student. Se con-
sideraron diferencias estadísticamente significativas cuando p<0,05, y muy significativas
cuando p<0,01.

3. RESULTADOS

3.1 Proteínas de estrés en músculo esquelético e hígado

En las figuras 1 y 2 se muestra la caracterización inmunológica de las diferentes prote-
ínas de estrés en el músculo de contracción rápida EDL, en el de contracción lenta soleo
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Figura 1. Inmunodetección de proteínas de estrés en extractos de proteínas totales de músculo esquelé-
tico separadas mediante electroforsis mono y tridimensional y transferidas a membranas de nitrocelulo-
sa. Las proteínas de homogeneizados de músculo soleo o EDL se separaron mediante electroforesis mono- o
bidimensional y se tiñeron con azul de Coomassie o se transfirieron electrotoréticamente a membranas de nitro-
celulosa que se tiñeron con rojo Ponceau S para localizar las proteínas miofibrilares (A, actina; TM, tropomyosi-
na; 1 sa, 1 sb, 2s, 2s-p, ¡soformas lentas de las cadenas ligeras de la miosina). Diferentes membranas procedentes
de geles monodinesionales (panel A, 80 ng de proteína por muestra) o bidimenslonales (panel B, 200 ng protein/sample)
se ensayaron separadamente con anticuerpos monoclonales específicos. Para obtener la composión con el
patrón completo de proteínas de estrés del músculo soleo, los geles individuales se digitalizaron y se superpu-
sieron sobre un fondo con las proteínas miofibrilares teñidas con rojo Ponceau S. 1, ¡soformas de HSP72; 2, ¡so-
formas de HSP73; 3, GRP75; 4, GRP78; 5, HSP60; SOL, músculo soleo; EDL, músculo extensor digitorum
longus; (-) o (+), animales no ejercitados o ejercitados (2h tras el ejercicio), respectivamente. Tomado de Her-
nando, R. y Manso, R., Eur. J. Biochem. 243, 460-467 (1987).

y en el hígado. Como puede observarse, algunos anticuerpos reconocen bandas adicionales
de proteína además de la del antígeno contra el que están dirigidos. Ello es debido a que,
como se menciona en la introducción, la expresión de algunas de estas proteínas en con-
diciones básales es extraordinariamente baja, por lo que se reconocen inespecíficamente
otras proteínas debido a la sensibilidad del método de detección. Esto es particularmente
cierto para el caso de la HSP72 hepática cuyos niveles básales (indicados con el signo
- en la gráfica) son tan bajos que apenas puede detectarse sobre el fondo de bandas ines-
pecíficas, aunque se observa como una banda nítida en animales ejercitados (indicado
en la gráfica con un signo + ). Una de las primeras conclusiones que parecen extraerse
de estos estudios preliminares es que los niveles de expresión básales de estas prote-
ínas son muy diferentes de unos tejidos a otros e, incluso, de un tipo de fibras a otro. En
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Figura 2. Inmunodetección de proteínas de estrés en extractos de proteínas totales de hígado separadas
mediante electroforsis monodimensional y transferidas a membranas de nitrocelulosa. Las proteínas de
homogeneizados de hígado se separaron mediante electroforesis monodimensional (100 ug de proteína por muestra)
y se tiñeron con azul de Coomassie (tinción) o se transfirieron electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa
que se ensayaron separadamente con anticuerpos monoclonaies específicos que reconocen principalmente la
proteína que se indica. Al tratarse de niveles básales, la cantidad de proteína es tan pequeña que a veces resulta
difícil apreciar la banda sobre el fondo de reconocimiento inespecífico. Este es el caso de la HSP72 en la que,
además de una muestra representativa de animales en reposo (-) se incluye otra de animales ejercitados (+) sacrificados
2h tras el ejercicio.

la tabla 1 se muestran los niveles de las diferentes proteínas de estrés en varios tipos de
músculo esquelético, miocardio, hígado y riñon. Como puede observarse, el músculo soleo
es el que presenta mayores niveles de la proteína HSP72, con mucha diferencia sobre
los existentes en otros tipos de músculo o en otros órganos. Sin embargo, la proteína GRP78,
de localización en el retículo endoplásmico, es mucho más abundante en condiciones bása-
les en el hígado que en cualquier otro tipo de tejido. Algo similar, aunque no tan marca-
do ocurre con los niveles básales de la HSP90.

La fig. 1 b reproduce las inmunolocalizaciones de las diferentes proteínas de estrés en geles
bidimensionales y su superposición después de la digitalización para obtener el patrón de
distribución de las diferentes proteínas de estrés en geles bidimensionales, utilizando el mús-
culo soleo. En la misma figura también se incluyen como referencia las proteínas miofibri-
lares más prominentes, que se observaron en la membrana mediante tinción con rojo Pon-
ceau S. La proteína GRP78 no se pudo detectar en muestras de músculo en geles
monodimensionales (cargando 80ug de proteína por gel), pero si ha podido detectarse en
geles bidimensionales en los que se cargaron habitualmente 200|j.g de proteína. En esta figu-
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TABLA1:
Niveles básales de expresión de las proteínas de estrés mas prominentes en la
rata en diferentes tipos de músculo esquelético, miocardio, higado y riñon .

PROTEINA

HSP90

GRP78

GRP75

HSP73

HSP72

HSP60

MÚSCULO ESQUELÉTICO

SOLEO

83 ±31

49 ±18

67 ±15

106 ±22

708 ±120

17 ± 11

EDL

44 ±17

21+7

21 ±10

84 ±3

111 ±35

4±1

TIBIAL

32 ±22

7 + 4

17±7

90 + 4

37 ±15

3±2

MIOCARDIO

100 ±36

100 ±21

100 ± 10

100 ±10

100 ±25

100 ±15

HÍGADO

258 ± 51

1611 ±491

91 ±5

122±7

32 ±15

120 ±12

RIÑON

219 ±45

259 ± 42

116±5

125 ±11

184 ±54

141 +13

Los niveles de expresión de las diferentes proteínas de estrés se midieron mediante inmunoreconoclmiento utilizando
anticuerpos específicos para cada proteina. Los datos son los valores promedio de 5 animales/grupo, referidos a los
niveles presentes en miocardio (a los que se asignó el 100%).

ra también se ponen de manifiesto las diferentes isoformas que presentan las proteínas HSP72
y HSP73. La presencia de niveles básales de proteínas de estrés tan diferentes de unos teji-
dos a otros, e incluso de un tipo de células a otras dentro del mismo tejido plantea cuestio-
nes de gran interés sobre la especificidad funcional de estas proteínas y la naturaleza de
los factores que determinan su expresión diferencial.

3.2 Inducción de la sintesis de proteínas de estrés en músculos soleo
y EDL y en hígado después de ejercicio agudo

Después de 1h de carrera en cinta rodante a una velocidad de 27m/min., las velocida-
des de síntesis de las proteínas de estrés en músculo soleo (medidas como incorpora-
ción de 35S-metionina) se incrementan con respecto a los valores de los animales
sedentarios (fig.3). La velocidad de incorporación de 35S-metionina en HSP72 (normali-
zada con respecto a la que se incorpora en HSP73, en adelante valores normalizados
con respecto a HSP73), se incrementa aproximadamente 4 veces cuando se compara
con los animales no ejercitados, estimulación que resulta algo más pronunciada que la
observada para las restantes proteínas de estrés (2-3 veces de estimulación).

Los mayores niveles de síntesis se presentan ya en los cortes de tejido obtenidos de
los animales sacrificados inmediatamente después de terminado el ejercicio. Esto ocu-
rre en todas las proteínas de soleo y EDL, excepto para la GRP75 de músculo soleo,
cuya síntesis presenta un máximo de estimulación 1 después de terminado el ejerci-
cio. En el EDL también se produce una estimulación de la síntesis de las proteínas de
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Figura 3. Cinética de síntesis de proteínas de estrés en el músculo soleo de la rata tras realización de ejercicio
físico. El músculo soleo de las ratas sedentarias (aunque familiarizadas con el funcionamiento del tapiz rodante)
se obtuvo in vivo de animales anestesiados sin realización de ejecicio (C, control) ó a 0, 1, 2 ó 4 h después de
realizar 1 h de ejercicio en cinta rodante a 27 m/min. De la zona media del músculo se prepararon inmediatamente
secciones transversales de 0.75 mm que se equilibraron en medio de cultivo sin metionina y se incubaron
posteriormente durante 2h con [35S]Metionina (lo que se indica en la figura mediante una línea discontinua
horizontal). La incorporación de radiactividad en las proteínas de estrés se midió mediante densitometría de fluorografías
de geles bidimensionales, siempre refiriendo los datos a la proteína de expresión constitutiva HSP73. A)
Representación esquemática de la localización y nomenclatura de las proteínas de estrés en los patrones
bidimensionales de proteínas del músculo soleo. B) Autorradiografías de muestras representativas de animales
control sin ejercitar (S) o ejercitados y sacrificados inmediatamente después del ejercicio (PEQ) o 4 h después
(PE4). C) Representación gráfica de las velocidades relativas de síntesis de las diferentes proteínas de estrés
durante el periodo de postejercicio. Como los cortes finos de tejido siguen siendo metabólicamente activos hasta
que son congelados, la escala de tiempos se ha desplazado con respecto al momento del sacrificio. Se representa
la media ± DE de 4-5 animales por grupo. **p<0.01, * p<0.05 animales ejercitados frente a los controles sin
ejercitar.Tomado de Hernando, R. y Manso, R., Eur. J. Biochem. 243, 460-467 (1987).

estrés con un patrón muy parecido al que presenta el soleo (fig.4). No obstante, la velo-
cidad de incorporación de radiactividad en proteínas durante la incubación (medida
como material radiactivo insoluble en ácido) fue en el músculo EDL considerablemente
menor (60%) que en el músculo soleo. Los niveles de síntesis de la chaperonina
HSP60 se incrementaron en el músculo EDL después del ejercicio de forma más con-
sistente que en el soleo. Sorprendentemente, el hígado, un tejido que actúa como inte-
grador metabólico del organismo y que tiene funciones transcendentales para la
homeostasia energética pero que no tiene funciones contáctiles como las específicas
del músculo esquelético, también presenta una respuesta de estrés en muchos aspec-
tos de características análogas a la del músculo esquelético (fig. 5), tanto en los
aspectos cinéticos como en los niveles de estimulación (HSP72, GRP75 y HSP60).
No obstante, la respuesta de estrés de las células hepáticas es peculiar en lo refe-
rente a la cinética de inducción de la proteína GRP78 (fig. 5), con el valor máximo (y
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Figura 4. Cinética de síntesis de proteínas de estrés en el músculo de contracción rápida de la rata, EDL,
tras la realización de ejercicio. Todos los detalles experimentales, a excepción del tipo de músculo utilizado se
corresponden con lo que se indica al pie de la figura 3. También en este caso la escala de tiempos se ha
desplazado en relación con el momento del sacrifio de los animales para tener en cuenta el tiempo transcurrido
para el mareaje. Se representa el valor medio ± DE de 4-5 animales por grupo. **p<0.01, * p<0.05 animales ejercitados
frente a controles sin ejercitar. Tomado de Hernando, R. y Manso, R., Eur. J. Biochem. 243, 460-467 (1987).

probablemente en situación ascendente todavía) en el último punto considerado del
periodo de postejercicio.

La comparación de estos datos de inducción de la síntesis de proteínas de estrés (en
dos tipos de músculo con diferente grado de participación en la actividad locomotriz y
en un órgano metabólicamente fundamental pero no contráctil) sugiere que la actividad
contráctil en sí misma, o cualquier factor derivado exclusivamente de ella, no es responsable
de la inducción de la respuesta de estrés. Más bien debe existir algún factor común que
sea producido y distribuido por todo el organismo al que tengan acceso y sean sensi-
bles por igual las células hepáticas y las musculares.

3.3 Acumulación de proteínas de estrés tras ejercicio agudo en músculos soleo y
EDL y en hígado

Como ya se sugería por los cambios observados en las velocidades de síntesis, des-
pués de un ejercicio agudo los niveles de la mayoría de las proteínas de estrés sufren
incrementos tanto en los dos tipos de músculo estudiados com en el hígado. La
HSP72 (fig. 6), al parecer la HSP que responde de forma más acusada al estrés del
ejercicio, aumentó sus niveles en los músculos soleo y EDL y en el hígado durante el
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Figura 5. Cinética de síntesis de proteínas de estrés en el hígado de la rata tras la realización de ejercicio.
Todos los detalles experimentales, con la excepción del tipo de tejido utilizado, se corresponden con lo que se
indica al pie de la figura 3. La escala de tiempos también se ha desplazado en relación con el momento del sacrifio
de los animales para tener en cuenta el tiempo transcurrido durante el mareaje. Se representa el valor medio ±
DE de 4-5 animáis por grupo. "p<0.01, * p<0.05 animales ejercitados frente a controles sin ejercitar.

periodo de postejercicio. Es interesante destacar que la cinética de acumulación que
presenta la HSP72 en cada uno de los músculos es diferente (fig. 6). En el músculo
soleo (en donde los niveles básales son comparativamente muy altos) se produjo un
incremento gradual y constante a lo largo del periodo de postejercicio de hasta un 160%
con respecto al control, mientras que en el EDL, con niveles básales del orden del 14%
con respecto a los del soleo, la cantidad de HSP72 muestra un rápido incremento en
las 2 primeras horas tras el ejercicio hasta alcanzar cerca de un 200% del control, bajan-
do a continuación rápidamente. En el hígado (donde los niveles de esta proteína son
solo del 5% los del soleo) se observa una inducción muy elevada de hasta un 500%
a las 2h, tendiendo a bajar a las 4h postejercicio (fig 7). Los niveles medios de la pro-
teína de expresión constitutiva HSP73 presentan cierta tendencia a incrementarse duran-
te el periodo de postejercicico en ambos tipos músculos (fig. 6). Para ambos tipos de
músculo las diferencias entre grupos no resultaron significativas cuando se realizó el
análisis de regresión múltiple pero si lo fueron al comparar el grupo control y el de 2
horas postejercicio mediante la T de Student, lo que indica que la cantidad de HSP73
se modifica ligeramente tras el ejercicio, probablemente también como consecuencia
de un aumento transitorio en su velocidad de síntesis (y/o reducción de su velocidad
de degradación). Una estimación de la magnitud de la velocidad de síntesis de esta
proteína se hizo normalizando la incorporación de radiactividad en cada muestra por
el tiempo de exposición, la incorporación especifica de radiactividad, el decaimiento
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Figura 6. Acumulación durante el periodo postejercicio de la proteína de estrés inducible, HSP72, y de la
de expresión constitutiva, HSP73, en los músculos soleo y EDL de la rata. Los músculos soleo y EDL se obtuvieron
in vivo de animales sin entrenar que se anestesiaron y sacrificaron antes de realizar ejercicio (C, control) ó 0, 1,
2 ó 4 h después de realizar 1 h de carrera en cinta rodante a 27 m/min (E), y se congelaron inmediatamente en
N2 líquido. Las proteínas de estrés se separaron mediante electroforesis, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa y las cantidades relativas se determinaron separadamente usando anticuerpos monoclonales que
reconocían a cada una de las proteínas sin presentar reacción cruzada con la otra. Para más información
consúltese la sección dedicada a métodos. Contrastando con los datos de síntesis de proteínas de estrés, que
se dan en las figuras 3 a 5, los niveles de las proteínas HSP72 y HSP73 que se midieron por inmunorreconocimiento
corresponden prácticamente con los valores presentes in vivo en el tiempo indicado del postejercicio. Los datos
corresponden a la media ± DE de 4-5 ratas por grupo. "p<0.01, *p<0.05, animales ejercitados frente a controles
sin ejercitar. Tomado de Hernando, R. y Manso, R., Eur. J. Biochem. 243, 460-467 (1987).
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sufrido y la cantidad de proteina efectiva cargada en cada gel. Esta estimación indi-
ca que la velocidad de síntesis de la proteína HSP73 aumenta en aproximadamente
un 39% (como media) en los cortes de músculo de los animales sacrificados 1 h pos-
tejercicio y vuelve a los niveles del control a las 4h postejercicio, lo que probablemente
justifica la subida transitoria observada. En el hígado los niveles de HSP73 no sufrie-
ron modificaciones (fig. 7).
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Figura 7. Acumulación durante el periodo postejercicio de las proteínas de estrés de localización
citoplasmática-nuclear HSP72 y HSP73 en hígado de rata. El hígado se perfundió con el animal anestesiado,
inmediatamente antes de su extracción, tras lo que se congeló inmediatamente en N2 líquido. Todos los aspectos
metodológicos, con la excepción de lo referente al tipo de tejido, coinciden con lo que indica al pie de la figura 6.
Los datos corresponden a la media ± DE de 4-5 ratas por grupo. **p<0.01, *p<0.05, animales ejercitados frente
a controles sin ejercitar.

En lo referente a las proteínas de estrés mitocondriales (la GRP75 y la chaperonina HSP60),
los niveles básales de la HSP60 en el músculo EDL son muy bajos. En el músculo soleo,
aunque mucho menos abundante que en el hígado, esta proteína ya pudo cuantificar-
se, lo que permitió observar como se redujeron sus niveles (fig. 8) en las primeras horas
tras el ejercicio hasta cerca del 50% de su valor inicial para recuperarse en las horas siguien-
tes, probablemente coincidiendo con el pico de síntesis inducida por el ejercicio (véase
fig. 3). En el hígado, sin embargo, se observa un aumento de esta proteína de aproxi-
madamente un 30%, ya apreciable 1 h tras ejercicio y que se mantiene en las horas pos-
teriores (fig. 9) La GRP75, como ya se ha indicado anteriormente para la HSP72, tiene
un comportamiento dispar en los músculos soleo y EDL (fig. 8). Sufre una subida gra-
dual en el músculo soleo, en donde llega a alcanzar valores del 150% sobre el control
sedentario a las 4h postejercicio, mientras que en el músculo EDLtiene inicialmente una
subida transitoria que a las 4h se convierte en una reducción de niveles de aproxima-
damente el 50% (fig. 8). En el hígado, en donde los niveles básales de GRP75 son solo
ligramente superiores a los del músculo soleo (y unas 4 veces los del EDL), se observó
un aumento próximo al 200% después del ejercicio que se mantiene durante todo el perio-
do de postejercicio estudiado, (fig. 9).
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Figura 8. Acumulación durante el periodo de postejercicio de las proteínas de estrés mitocondriales
GRP75 y HSP60 en músculo esquelético de la rata. Los músculos soleo y EDL se extrajeron in vivo con el animal
anestesiado, sin realizar actividad física o a los tiempos postejercicio que se indica en el pie de la figura 6, tras
lo que se congeló inmediatamente en N2 líquido. Los detalles experimentales se indican al pie de la figura 6 y en
la sección de métodos. Los datos corresponden a la media ± DE de 4-5 ratas por grupo. **p<0.01, *p<0.05, animales
ejercitados frente a controles sin ejercitar.
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GRP75 y HSP60 en hígado de rata. Todos detalles experimentales, con la excepción de lo referente al tipo de
tejido, coinciden con lo que se indica al pie de las figura 6 y 8. Los datos corresponden a la media ± DE de 4-5
ratas por grupo. **p<0.01, *p<0.05, animales ejercitados frente a controles sin ejercitar.

La proteína de estrés localizada en el retículo endoplásmico GRP78 también tiene nive-
les básales muy pequeños en el músculo EDL. En el músculo soleo (fig. 10) la GRP78
sufrió una subida transitoria hasta alcanzar niveles del orden del 250% en la primera hora
postejercicio para regresar posteriormente a los valores del control. En el hígado (fig.
11), sin embargo, se produjo una acumulación efectiva de esta proteína, ya inmediata-
mente después del ejercicio, que se mantiene a niveles próximos al 175% del control a
lo largo del periodo postejercicio.

Además de la chaperonina mitocondrial HSP60, a la que ya se ha hecho referencia ante-
riormente al hablar de las proteínas de estrés mitocondriales, también se estudiaron los
cambios en los niveles de expresión de otra proteína no perteneciente a la familia de HSPs
de 70 kDa, la HSP90. Esta proteína, que tiene niveles de expresión basal relativamen-
te bajos en músculo EDL, mayores en músculo soleo (200%) y todavía mucho mayores
en hígado (500%), no sufrió modificación alguna por el ejercicio en este último órgano
(fig. 11) y solamente cambios ligeros y transitorios en el músculo EDL (fig. 10). En el mús-
culo soleo (fig. 10) se observó un aumento de niveles más consistente y estable, aun-
que de magnitud relativamente baja (aprox. 140% sobre el control sedentario).

4. DISCUSIÓN

La inducción de la síntesis de proteínas de estrés en el músculo esquelético por el ejer-
cicio puede ponerse de manifiesto de forma directa estudiando en cortes de tejido la
incorporación de un precursor radiactivo de proteínas (p. ej. la metionina marcada con
el isótopo 35 del azufre, la 35S-metionina) y analizando la cantidad de radiactividad que
se incorpora en relación con una proteína de referencia cuya síntesis apenas se
modifica por las situaciones externas (una "proteína de mantenimiento" de expresión
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Figura 10. Acumulación durante el periodo de postejercicio de la proteína de estrés de retículo endoplasmico
GRP78 y la citoplasmática HSP90 en el músculo esquelético de la rata. Los músculos soleo y EDL se
extrajeron in vivo con el animal anestesiado, sin realizar actividad física o a los tiempos postejercicio que se indica
en el pie de la figura 6, tras lo que se congeló inmediatamente en N2 líquido. Los detalles experimentales se indican
al pie de la figura 6 y en la sección de métodos. Los datos corresponden a la media ± DE de 4-5 ratas por grupo.
**p<0.01, *p<0.05, animales ejercitados frente a controles sin ejercitar.
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Figura 11. Acumulación durante el periodo de postejercicio de la proteína de estrés de retículo endoplásmico
GRP78 y la citoplasmática HSP90 en el hígado de la rata. Todos detalles experimentales, con la excepción de
lo referente al tipo de tejido, coinciden con lo que se indica al pie de las figura 6 y 10. Los datos corresponden a
la media ± DE de 4-5 ratas por grupo. **p<0.01, *p<0.05, animales ejercitados frente a controles sin ejercitar.

constitutiva). Cuando las muestras de tejido se homogeneizan, se someten a electroforesis
bidimensional y se detectan las proteínas radiactivas mediante una película de rayos
X o mediante sensores bidimensionales que detectan y acumulan las radiaciones
ionizantes emitidas por una película fotoestimulable (que es unas 100 veces más sen-
sible que la película de rayos X), cada especie molecular, es decir, tanto la proteína
resultante de la traducción como sus modificaciones covalentes, aparecen en locali-
zaciones definidas que pueden caracterizarse por sus coordenadas en relación con
las de algunas proteínas de referencia. Las proteínas también pueden caracterizar-
se por inmunodetección, en cuyo caso suelen reconocerse la proteína y todos sus pro-
ductos de modificación covalente. Este método ha sido utilizado en este trabajo para
analizar cambios en la velocidad de síntesis de proteínas y determinar las modifica-
ciones en los niveles de expresión de las mismas tras la realización de una única sesión
de ejercicio en animales sin entrenamiento previo.

La cuestión de fondo que se aborda, relativa a si la respuesta de estrés en el mús-
culo esquelético tiene lugar exclusivamente en los músculos activos o, por el contrario,
también puede tener lugar en músculos menos implicados en la actividad locomotriz,
es relevante para comprender la naturaleza de la señal que induce la respuesta de
estrés en el músculo esquelético y, quizás también, para conocer el estímulo induc-
tor de las respuestas adaptatívas al entrenamiento. Los resultados que aquí se pre-
sentan ponen claramente de manifiesto que la respuesta de estrés en el músculo
esquelético no se confina a los músculos activos, sino que también se produce en otros
músculos menos activos y en el hígado, con cinéticas de inducción similares. Este resul-
tado es chocante porque uno de los principios asumidos como dogma en relación con
el ejercicio es el de la especificidad, es decir, solamente responden y se adaptan los
músculos que se ejercitan activamente. Los datos que se presentan sugieren que el
agente inductor de la respuesta de estrés muscular, sea éste cual sea, no se produ-
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ce exclusivamente en el músculo como consecuencia de la actividad contráctil, sino
que es producido o distribuido por todo el organismo.

La existencia de una respuesta generalizada del músculo esquelético al estrés físi-
co es consistente con la función biológica que actualmente se asigna a las proteínas
de estrés. Las formas primitivas de ejecución de actividad física (dirigidas a la cap-
tura de presas o a la huida de los depredadores) probablemente implicaban a la
mayoría de los grupos musculares. Como la respuesta de estrés parece haberse
desarrollado a lo largo de la evolución para proteger las células de los daños induci-
dos por el estrés y prepararlas para sobrevivir a nuevas agresiones ambientales,
resulta concebible que la percepción por el músculo de una señal sostenida potencialmente
asociada al reclutamiento de las fibras musculares, pueda ser suficiente para activar
la transcripción de los genes de estrés incluso en el caso de que esas fibras no lle-
guen a utilizarse extensamente. A pesar del costo biosintético relativamente elevado
de una inducción anticipada de la síntesis de proteínas de estrés, este mecanismo de
anticipación es probablemente una estrategia evolutiva adecuada para prevenir las
graves consecuencias que un daño muscular masivo pudiera tener para la supervi-
vencia del individuo.

Por otro lado, los datos que se presentan indican que la respuesta de estrés en
ambos tipos de músculo es sustancialmente diferente. La acumulación efectiva de pro-
teínas de estrés, particularmente la HSP72, se produjo exclusivamente en el múscu-
lo soleo. Esta diferencia de comportamiento puede ser consecuencia de propiedades
inherentes a las fibras rápidas y lentas que podrían contribuir a explicar por qué los
niveles de esta proteína son tan bajos en el músculo EDL en relación con el soleo, pero
también puede reflejar la existencia de un mecanismo capaz de discriminar las fibras
en las que debe producirse necesariamente la acumulación de proteínas de estés. Aun-
que todavía no existen evidencias experimentales que confirmen la existencia de un
mecanismo de este tipo, la presencia de proteínas desnaturalizadas, la estabilización
dependiente de la actividad contráctil de las proteínas de estrés recién sintetizadas
o la inhibición de la ruta proteolítica implicada en su degradación, podrían constituir
mecanismos plausibles para explicar la expresión estable de proteínas de estrés en
fibras activas.

La observación de que el nivel basal de expresión de la proteína HSP72 en múscu-
los formados por fibras de tipo I es mucho mayor que el existente en fibras de tipo II
o en otros tejidos con elevada capacidad oxidativa como es el miocardio o el hígado,
mientras que los niveles básales de la proteína de expresión constitutiva HSP73 son
relativamente próximos en diferentes tipos de músculo y en otros tejidos, pone de mani-
fiesto que la expresión de ambas proteínas no está coordinada y sugiere que la pro-
teína HSP72 realiza una función específica en el músculo que solamente prevalece
en las fibras de tipo lento. Debido a la elevada capacidad oxidativa de estas fibras,
una de las funciones que se sugieren para la HSP72 es la protección o reparación de
proteínas sometidas a estrés oxidativo. Esta interpretación podría contribuir a expli-
car las diferencias en los niveles de expresión de esta proteína en diferentes tipos de
fibras esqueléticas pero resulta inadecuada para explicar los niveles básales extra-
ordinariamente bajos de esta proteína en tejidos altamente oxidativos como el mio-
cardio y el hígado. Sin embargo, hay que considerar que la protección contra el estrés
oxidativo podría regularse independientemente en cada tipo de células y que cada uno
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de los mecanismos de defensa puede contribuir con diferente peso específico para
garantizar la integridad celular en diferentes tejidos. La actividad de las enzimas de
defensa antioxidante, por ejemplo, es mucho mayor en el hígado que en el músculo
esquelético. Por ello, las células hepáticas, más protegidas contra una elevación de
los niveles de radicales libres que las células musculares, no necesitarían expresar
niveles muy altos de proteínas de estrés relacionadas con la defensa al estrés oxidativo
(como podría ser la HSP72), aunque expresen niveles altos de otras proteínas de estrés
diferentes (como podría ser, p. ej., el chaperón molecular localizado en el retículo endo-
plásmico, GRP78). Sea esta o no la explicación de tan notables diferencias en la expre-
sión basal de esta proteína, resultaría de gran interés conocer la razón de que el músculo
esquelético haya sido tan pobremente dotado de enzimas de defensa antioxidante.

Aunque no se incluye información detallada en este trabajo, se han obtenido
resultados que indican que la proteína HSP72 puede presentar diferentes isofor-
mas, de las que una parece generarse por un proceso de fosforilación. Precisamente
la proporción de esta proteína se incrementa en el músculo soleo tras el estrés indu-
cido por el ejercicio. Aunque aún se desconoce la posible importancia fisiológica
de este proceso de fosforilación para la funcionalidad de esta proteína, la posibi-
lidad de que la fosforilación pueda contribuir a la estabilización de la HSP72 que
se sintetiza tras el estrés impuesto por el ejercicio abre nuevas perspectivas para
entender como podría controlarse la estabilidad de las proteínas de estrés en los
músculos activos.

Por último, en relación con la señal inducida por el ejercicio que se sugiere en este
trabajo que desencadenaría una respuesta generalizada de estrés en diferentes
tipos de músculo esquelético y en otros tejidos, existen algunos datos recientes proce-
dentes de otros laboratorios que apuntan hacia cambios en la presión sanguí-
nea, posiblemente a través de la formación de óxido nítrico, como el mecanismo
responsable de la activación de los genes de estrés en varios tejidos en respues-
ta a una situación de estrés in vivo. Como el ejercicio físico está asociado a
cambios hemodinámicos profundos que ocurren tras la activación del sistema
nervioso simpático, podría existir una relación causal entre la activación de la
respuesta simpática de estrés y la inducción de la síntesis de proteínas de estrés
en los diversos tejidos. La participación del sistema endocrino como mediador
de este proceso ofrece una vía para entender la ubiquidad de la respuesta celular
de estrés al ejercicio físico. La elevación de los niveles de glucocorticoides y la induc-
ción de HSPs son una respuesta común a numerosos agentes estresantes, y las
HSPs interaccionan con el receptor de glucocorticoides facilitando su activación
por la hormona. La posibilidad de que exista una asociación entre la respuesta celular
de estrés (HSP 70/90) y la actividad del eje hipotálamo-hipofisario-adrenal ha
sido estudiada en un caso, utilizando la inmovilización como sistema modelo de estrés.
Aunque la inmovilización tiene un efecto activador acusado del eje HHA (aumen-
tos considerables de la ACTH y de la corticosterona, que es el principal glucocorticoide
en la rata), no se incrementan los niveles estacionarios de las HSP 70/90 en
distintas zonas cerebrales ni en tejidos periféricos, lo que sugiere que, en este sistema,
las proteínas de estrés no parecen ser moduladas por el eje HHA. Sin embargo,
datos de nuestro laboratorio sobre la expresión de proteínas de estrés en el
músculo esquelético de animales tratados con esteroides anabolizantes indican que
la administración de decanoato de nandrolona, a una dosis suprafarmacológica próxima
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a las que se sabe son utilizadas en medios deportivos como dopaje, puede incre-
mentar los niveles de expresión de la proteína inducible HSP72.

Las catecolaminas producidas en las terminaciones nerviosas catecolaminérgicas y en
la medula adrenal, son también un elemento fundamental de la respuesta del organis-
mo a la iniciación del ejercicio físico y tienen un papel esencial en la regulación de la home-
ostasis. Entre los agonistas sintéticos de las catecolaminas se encuentran numerosos
agentes terapéuticos para el tratamiento de trastornos tales como la hipertensión, shock,
insuficiencia cardíaca y arritmias, asma y alergias. Resultados en curso en nuestro labo-
ratorio indican que el clenbuterol, un agonista (32-adrenérgico con actividad anabolizante
y de cuyo uso en medios deportivos se han obtenido evidencias en los últimos años, tam-
bién modifica los niveles de expresión de diversas proteínas de estrés.

4.1 Conclusiones

En su conjunto, los datos que se han comentado anteriormente sugieren que el ejerci-
cio físico, mediante la inducción de uno o varios agentes estresantes y con la posible
participación mediadora del sistema endocrino, es capaz de provocar una respuesta de
estrés en diversos tejidos del organismo. La inducción de proteínas de estrés puede ser
considerada una consecuencia temprana de la exposición de las células a condiciones
adversas que pudieran comprometer la integridad tisular, por lo que estas proteínas cons-
tituyen marcadores sensibles para el estudio de posibles agentes estresantes. Sin
embargo, en el caso del ejercicio físico aún permanece una gran incógnita sobre la cues-
tión de fondo de si la inducción de la respuesta de estrés es solamente eso, una con-
secuencia negativa de la exposición de las células del organismo a una situación de estrés
o, por el contrario, constituye realmemte el primer paso para la adaptación del organis-
mo a situaciones de uso incrementado. Dicho en términos sencillos, la respuesta de estrés
del músculo esquelético podría ser la señal, y el primer paso, para la adaptación al entre-
namiento. Si esto es así, y existen razones para pensar que sí, el estudio pormenoriza-
do de los cambios de expresión de estas proteínas a diferentes tipos de ejercicio podría
servir como un indicador sensible del estado de adaptación del individuo al entrenamiento.
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Resumen: Algunos derivados sintéticos de las hormonas sexuales, que comparten con
la testosterona la actividad androgénica y anabólica (por lo que se les agrupa bajo la deno-
minación de esteroides anabólico-androgénicos, EAA), son utilizados en medios depor-
tivos con la intención de incrementar el rendimiento en la competeción a pesar de que
existen evidencias de que su administración a dosis suprafarmacológicas durante perio-
dos prolongados de tiempo pudiera ser dañina para la salud. Sin embargo, a pesar de
los esfuerzos investigadores realizados, todavía no se tienen datos ciertos ni sobre las
células sensibles ni sobre los mecanismos moleculares que pudieran fundamentar esos
efectos nocivos. El presente trabajo se ha dirigido a la caracterización de posibles efec-
tos de los EAAs sobre el sistema inmune y, más concretamente, sobre la funcionalidad
de los linfocitos de timo y bazo, evaluando también la magnitud del efecto inhibidor de
la actividad del eje hipotálamo-hipofisario-gonadal. Para ello se estudiaron los efectos
de dosis suprafarmacológicas (10 mg/kg/semana, por vía i.m., del orden de las que han
venido siendo utilizadas de forma ilícita en medios deportivos) de dos EAAs con eleva-
da relación anabólico androgénica que pertenecen a series estucturales diferentes, el
decanoato de nandrolona (ND) y el estanozolol (ST). Para considerar posibles efectos
diferenciales debidos a la interacción entre los tratamientos y diferentes tipos de entre-
namiento, se estudiaron grupos de animales sedentarios y ejercitados en tapiz rodante
siguiendo dos programas de entrenamiento, de tres meses de duración ambos, que dife-
rían en intensidad y demanda metabólica, uno de alta intensidad y otro de intensidad mode-
rada, con mayor componente aeróbico. El tratamiento con ND redujo la gananacia de peso
corporal, inhibió la producción de testosterona, promovió una redistribución de las céluas
inmunes del timo al bazo, redujo la movilidad de los linfocitos e inhibió de forma muy acu-
sada la respuesta linfoproliferativa inducida por mitógeno. El tratamiento con ST no tuvo
efectos sobre la ganacia de peso corporal, pero también inhibió la producción de testosterona
de forma aún más acusada que el ND, indujo una redistribución de los linfocitos y modi-
ficó su actividad in vitro, aunque de forma menos acusada que el ND. La aplicación del
programa de entrenamiento de alta intensidad redujo la movilidad y la proliferación de
los linfocitos in vitro y el tratamiento simultáneo con esteroides anabolizantes agudizó
todavía más estos efectos negativos sobre la funcionalidad de las células inmunes. Por
el contrario, la aplicación del programa de entrenamiento de intensidad moderada, no
afectó negativamente la funcionalidad de los linfocitos y normalizó en gran mediada su
actividad en los animales tratados con anabolizantes. Los datos que se presentan sugie-
ren que el entrenamiento de intensidad moderada con elevado componente aeróbico,
contrariamente al de alta intensidad, contrarresta los efectos aparentemente negativos
de dosis elevadas de esteroides anbólico-androgénicos sobre la función linfocitaria. La
existencia de una relación inversa entre la actividad del anabolizante como análogo de
testosterona y la inhibición de la función linfocitaria sugiere que la inmunodepresión que
parecen inducir las dosis suprafarmacológicas de los esteroides anabolizantes no depen-
de del carácter androgénico del compuesto.

Palabras clave: Esteroides anabolizantes, decanoato de nandrolona, estanozolol, entre-
namiento en tapiz rodante, sistema inmune, eje hipotálamo-hipofisario-gonadal, fun-
ción linfocitaria, ratas Wistar macho.

Abstract: Synthetic derivatives of sexual steroids that share with testosterone anabolic
and androgenic activity that shane anabolic and androgenic activity with testosterone (inclu-
ded as anabolic-androgenic steroids, AASs) are used in the sport context aimed at impro-
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ving sport performance. Despite accumulated evidence that their use might be dange-
rous to health when administered at suprapharmacological doses for extended periods
of time, there is little information about possible target cells and molecular mechanisms
implicated in the presumed noxious effects of these compounds. We report here the results
of an investigation directed towards the characterization of possible effects of AASs and
exercise training on the functionality of thymus and spleen lymphocytes, using the rat as
the experimental model and the degree of inhibition of the hypothalamus-pituitary-gona-
dal(HPG) axis as a measure of the testosterone agonist potential of the AAS. Applica-
tion of a long-term, high-intensity program of treadmill running in male Wistar rats,
reduced spontaneous mobility, chemotaxis, and the proliferative response after stimula-
tion with Concanavalin A (Con A), of lymphocytes derived from thymus and spleen, while
a lower intensity, endurance-directed program showed no negative effect. In sedentary
animáis, i.m. injections of nandrolone decanoate (ND) at 10 mg/kg/wkfor2 months, also
reduced the mobility and the mitogen-induced proliferation in cell cultures of both lymp-
hoid organs, the most prominent effect being an almost complete inhibition of the proli-
ferative response in thymus-derived cells. Stanozolol (ST) also impaired lymphocyte
function but less severely than ND. In ND-treated animáis, the high-intensity training pro-
gram further reduced the mobility and the proliferative response to Con A of spleen lymp-
hocytes. The endurance-directed training program, however, counteracted the
immunosuppressive effect observed in sedentary rats treated with anabolic steroids. The
existence of an inverse relationship between the activity of the AAS as an inhibitor of the
HPG-axis and the degree to which it inhibits lymphocyte function indicates that the AAS-
induced immunosuppression does not exclusively depend upon their testosterone ago-
nist character.

Key words: nandrolone decanoate, stanozolol, ¡mmune system response, lymphocyte
activity, hypothalamus-pituitary-gonadal axis, long-term exercise training, male Wistar rats.
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1. INTRODUCCIÓN

La testosterona y otros andrógenos naturales, así como algunos derivados sintéticos de las hor-
monas sexuales que comparten con la testosterona las propiedades anabólicas y androgéni-
cas, suelen agruparse bajo la denominación común de esteroides anabolizantes, o más co-
rrectamente esteroides anabólico-androgénicos. Estos compuestos son realmente heterogé-
neos y suelen agruparse en tres familias diferentes dependiendo de su afinidad estructural con
los anillos del androstano, el androsteno o el estreno. La heterogeneidad estructural, y las po-
sibles diferencias funcionales que de ello pueden derivarse, se hace todavía mucho mayor por
la presencia de sustituyentes, modificaciones en los anillos, esterificación del grupo hidroxilo
en C-17 y alquilaciones en este mismo átomo de carbono. A través de estas modificaciones se
han conseguido compuestos resistentes a la degradación hepática que pueden aplicarse por
vía i.m. y que se liberan lentamente de sus depósitos, lo que permite mantener niveles sanguí-
neos constantes y elevados durante periodos de varios días a semanas tras una sola aplica-
ción. Por otro lado, además de interaccionar con el receptor intracelular de andrógenos, los es-
teroides anabolizantes también son capaces de interaccionar con otros receptores de hormo-
nas esteroídicas e incluso con sitios diferentes de los receptores ¡ntracelulares clásicos. Como
la afinidad de la interacción ligando/receptor puede variar en algunos órdenes de magnitud se-
gún el esteroide anabólico-androgénico que se considere (o sus metabolitos activos) y el re-
ceptor esteroídico implicado, las diferencias en las respuestas biológicas pueden ser muy pro-
nunciadas. Se ha sugerido que el efecto potenciador de los anabolizantes solo ocurre cuando
estos compuestos se administran al tiempo que se está inmerso en un programa de entrena-
miento intenso y se ingiere una dieta adecuada, lo que sugiere que la interacción con los di-
versos tipos de entrenamiento pudiera ser un elemento modulador importante en la manifes-
tación de las respuestas biológicas de los esteroides anabólico-androgénicos.

Los EAAs han venido siendo utilizados desde hace varias décadas para incrementar el tama-
ño del músculo y la capacidad de desarrollarfuerza. Más recientemente, el abuso de estos com-
puestos se ha extendido también a deportes en los que la resistencia aeróbica tiene un peso
importante, asumiendo que los EAAs también incrementan la capacidad aeróbica. Sin entrar
en la cuestión, todavía controvertida, de si los EAAs permiten una mejora del rendimiento de-
portivo en varones eugonadales por encima de lo que lo hace solamente el entrenamiento, se
han ido acumulando evidencias que indican que los EAAs pudieran ser nocivos para la salud,
particularmente por incrementar el riesgo de desarrollo de tumores. Una revisión de la literatu-
ra (realizada en el año 1984 por Haupt y Rovere) relativa a la administración de EAAs y el de-
sarrollo de tumores en hígado, identificó 36 casos en los que podría establecerse esta relación.
Cinco carcinomas hepatocelulares y un adenoma hepático mejoraron al cesar la administra-
ción del EAA. Como las hormonas esteroídicas, incluyendo los esteroides sexuales, tienen mar-
cados efectos sobre el sistema inmune, la inducción de una inmunosupresión por la adminis-
tración de los esteroides anabolizantes proporciona un posible mecanismo para justificar el ries-
go incrementado de desarrollo de tumores.

La administración de EAAs para incrementar el rendimiento atlético tiene lugar en conjunción
con el entrenamiento, y se ha descrito también que el entrenamiento es capaz de modular la
función del sistema inmune. Inmediatamente después de la realización de un ejercicio sufi-
cientemente prolongado, se observa un efecto inmunomodulador transitorio y el entrenaiento
de larga duración, a su vez, induce cambios persistentes en el sistema inmune. La realización
regular de un ejercicio físico moderado suele asociarse a efectos beneficiosos sobre el siste-
ma inmune, mientras que un ejercicio excesivo puede llevar a un estado de inmunodepresión,
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asociado a una susceptivilidad incrementada a infecciones, lo que generalmente suele atribuirse
a un sobreentrenamiento. Los mecanismos fisiológicos precisos que subyacen a los efectos
del ejercicio sobre el sistema inmune no se conocen en sus detalles. Sin embargo, se conoce
que algunas de las hormonas cuyos niveles séricos se modifican mucho por el ejercicio, tales
como las catecolaminas, el cortisol (o corticosterona en la rata), insulina, ACTH, hormona de
crecimiento y algunos neuropéptidos y citoquinas, tienen efectos notables sobre el estado del
sistema inmune, lo que apoya la idea de que la modulación del sistema inmune por el ejercicio
y los factores que a él se asocian, incluyendo el estrés físico, podrían venir mediados por hor-
monas.

En estos momentos todavía existe una información insuficiente sobre los efectos de los este-
roides anabolizantes a las dosis de abuso, así como sobre los posibles mecanismos de trans-
ducción implicados en estas respuestas biológicas. La dificultad de dar respuestas claras a gran
número de cuestiones relativas a los efectos biológicos de los esteroides anabolizantes, aun-
que sea utilizando sistemas modelo, ha originado un cierto distanciamiento entre el mundo cien-
tífico y el de la competición deportiva. De ahí que la caracterización de los efectos de estos com-
puestos y su interacción con la actividad física en diferentes deportes, así como el estudio de
las consecuencias que pueden derivarse de su utilización, tanto desde el punto de vista del ren-
dimiento deportivo como del de la salud de los deportistas, constituya un problema de induda-
ble interés científico y social. La inexistencia de respuestas científicas precisas a estas cues-
tiones se debe a una serie de factores, entre los que cabe mencionar los siguientes: 1) la di-
versidad de esteroides anabolizantes existentes y su utilización en diferentes combinaciones
de más de un compuesto, con diversidad de protocolos de administración y dosificaciones de
10 a 1000 veces superiores a las recomendadas en la terapia de reposición, 2) la imposibilidad
de realizar en humanos estudios rigurosamente controlados en los que se utilicen dosis de ana-
bolizantes equivalentes a las que son objeto de uso ilegítimo en algunos medios deportivos (muy
superiores a las dosis farmacológicas), 3) la utilización en la experimentación de una gran di-
versidad de modelos animales experimentales en conjunción con diferentes anabolizantes es-
teroídicos y diferentes programas de entrenamiento, utizando dosis y vías de administración
diversas, y 4) la generalización frecuente de que todos los esteroides anabólico-androgénicos
tienen un mecanismo de acción común, que se desencadena cuando estos compuestos o sus
metabolitos interaccionan con el receptor intracelularde andrógenos.

La investigación que se aborda en este trabajo pretende ofrecer información sobre los posibles
efectos de los esteroides anabólico-androgénicos sobre el estado del sistema inmune, en re-
lación con la manifestación de efectos inhibidores sobre el eje hipotálamo-hipofisario-gonadal,
haciendo hincapié en posibles diferencias en las respuestas biológica derivadas del tipo de ana-
bolizante y del programa de entrenamiento en que se esté inmerso.

Objetivos. El presente trabajo se ha dirigido al estudio de los efectos sobre el sistema inmune,
y más concretamente sobre la funcionalidad de los linfocitos de timo y bazo, de dosis suprafar-
macológicas de esteroides anabolizantes que han sido ampliamente utilizados en medios de-
portivos con la intención de incrementar el rendimiento en la competición (el decanoato de nan-
drolona y el estanozolol), usando ratas Wistar macho como modelo experimental. En el desa-
rrollo del trabajo se ha tenido en cuenta que las respuestas a los esteroides anabolizantes pue-
den depender tanto del anabolizante como de su interacción con cada tipo de entrenamiento,
por lo que el estudio se ha realizado con los dos anabolizantes esteroídicos, utilizando dos pro-
gramas de entrenamiento en tapiz rodante, ambos de 3 meses de duración pero de intensidad
y demanda metabólica diferente, uno de ellos de alta intensidad y el otro, menos intenso, diri-
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gido al incremento de la capacidad aeróbica. Los anabolizantes utilizados, el decanoato de nan-
drolona (ND, 19-nortestosterona, un derivado del anillo del estreno) y el estanozolol (ST, un de-
rivado del anillo del androstano), se escogieron teniendo en cuenta su potencia como anaboli-
zantes (índice miotrófico-androgénico), su utilización en medios deportivos y sus diferencias
estructurales, a pesar de su actividad anabolizante común. Ambos anabolizantes se adminis-
traron como derivados de liberación lenta, por vía intramuscular, a una dosis de 10 mg/Kg/se-
mana que, siendo muy superior a la farmacológica, está en el rango de las concentraciones de
uso ilícito en medios deportivos. Además de los datos relativos a la funcionalidad de las célu-
las inmunes, se han estudiado también los efectos de estos EAAs sobre el desarrollo corporal
y sobre los niveles séricos de enzimas que suelen considerarse marcadoras de la integridad
hepatocelular. Así mismo, se han evaluado los niveles de testosterona, para establecer la me-
dida en que ambos compuestos inhiben el eje hipotálamo-hipofisario-gonadal y poder estable-
cer una correlación con su efectividad sobre la actividad de células del sistema inmune.

2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 Sistema experimental

Se usaron ratas Wistar macho como modelo experimental. En los seis grupos de ratas del
experimento correspondiente a la aplicación del programa de entrenamiento de alta inten-
sidad, las ratas tenían 6-7 semanas y pesaban 228 ± 18 g cuando se comenzaron las sesio-
nes de entrenamiento; en los otros seis grupos del experimento en que se aplicó el progra-
ma de entrenamiento de intensidad moderada, dirigido al incremento de la capacidad
oxidativa muscular (entrenamiento de resistencia aeróbica), las ratas tenían 5-6 semanas
y pesaban 172 ±11 g. Los animales se criaron en el estabulario del Centro de Biología Mole-
cular en la Universidad Autónoma de Madrid en donde se mantuvieron en condiciones con-
troladas de temperatura (22-24 °C) y humedad (50-60%) con una fotoperiodicidad de 12 h
(de 8 de la mañana 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 alimentación (dieta estándard para
rata) y agua ad livitum. La manipulación para el pesado (3 veces por semana) y tratamien-
to con esteroides anabólico-androgenicos (una vez por semana) se realizó entre las 9 y las
11 de la mañana. Los entrenamientos se realizaron siempre a la misma hora, entre la 1 y
las 4 de la tarde en los grupos correspondientes al primer programa de entrenamiento, el
de alta intensidad, y entre la 9 y las 12 de la mañana, para los grupos correspondientes al
programa de entrenamiento dirigido al aumento de la capacidad aeróbica. En ambos expe-
rimentos, los tres grupos de animales entrenados (sin tratamiento, tratados con decanoato
de nandrolona y tratados con estanozolol) se complementaron con otros tres grupos equi-
valentes de animales sedentarios para analizar los efectos del ejercicio y las posibles inte-
racciones de los anabolizantes con cada uno de los programas de entrenamiento.

2.2 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 aquellas que parecían adaptarse más fácilmente. Se separaron así dos gru-
pos, el formado por los animales que no se ejercitarían (sedentarios, n=15 en el primer
experimento y n=18 en el segundo), y el formado por los animales que se someterían al
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correspondiente programna de entrenamiento (n=18 en el primer experimento y n=21 en
el segundo). Después de 4 semanas de entrenamiento, cada uno de estos grupos se sub-
dividió en tres subgrupos de 5-7 animáis (grupo control, sin tratamiento, y grupos trata-
dos con decanoato de nandrolona o con estanozolol). Tanto el decanoato de nandrolona
(Deca-Durabolin, Organon Española, Barcelona) como el estanozolol (Winstrol Depot,
Zambón SA, Barcelona) se inyectaron por vía intramuscular, una vez a la semana, a una
dosis de 10 mg/kg/semana. Los grupos control, sin tratamiento, recibieron una inyección
intramuscular semanal de la misma cantidad de la solución soporte sin el esteroide. Los
tratamientos se continuaron durante 9 semanas, hasta la finalización del programa de
entrenamiento, con la última inyección 4 días antes del sacrifico de los animales.

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

Alta
intensidad

Resistencia 1
aeróbica

Semana
(ne)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13

30

2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13

Duración
(min.)

30
35
40
40
45
45
45
50
50
50
55
60
60

20
30
35
35
40
40
45
55
55
60
60
70
70
75
75
80
85

Vel.
(m/min)

20
20
20
21
21
22
22
22
23
23
23
24
24

0
20
20
20
20
22
23
23
25
26
26
26
28
29
29
30
30

Pte
(%)

0
8
8
8
12
12
16
16
16
20
20
20
24

0
0
0
0
0
0
0
0
0
4
4
4
4
8
8
8
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Las ratas se ejercitaron en tapices rodantes (Li 8706, Letica Scientific Instruments, Barce-
lona) equipados con una rejilla electrificada para forzar el mantenimiento del ejercicio según
lo planificado. El programa de entrenamiento de alta intensidad (13 semanas de duración,
5 días/semana de lunes a viernes) basado en un aumento gradual de la velocidad desde 20
hasta 24 m/min y de la duración (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 diseñó para estu-
diar procesos adaptativos y respuestas fisiológicas a un entrenamiento de larga duración y
alta carga, tanto en ausencia como en presencia de anabolizantes. Durante la última sema-
na de entrenamiento, cuando la pendiente se incrementó hasta el 24 %, algunos animales
manifestaron grandes dificultades para completar las sesiones de entrenamiento. En este
punto la carrera se interrumpió de forma individualizada cuando los animales se fatigaban.
En el programa de entrenamiento menos intenso, dirigido a aumentar la capacidad respi-
ratoria, (también de 13 semanas de duración, 5 días/semana, de lunes a viernes, véase tabla
1 parte inferior), se aumentó gradualmente la velocidad (de 20 a 30 m/min) y la duración de
las sesiones de entrenamiento (de 30 a 85 min) a lo largo del programa, con un ligero aumen-
to de la pendiente (4 y 8%) en la aparte final del mismo,.

2.3 Extracción y preparación de los tejidos

Al finalizar el programa de entrenamiento, 36 h (experimento en el que se aplicó el programa
de entrenamiento de alta intensidad) o 48 h (experimento en el que se aplicó el programa de
entrenamiento de resistencia aeróbica) después de la última sesión, las ratas se anestesiaron
con una inyección intraperitoneal de 50 mg/Kg de Pentothal (thiopental sódico, Abbott, primer
experimento) o con 200 ̂ 1/100 g de peso corporal de una solution of 40 mg/ml de ketamina (Ke-
tolar, Parke-Davis) y 5 mg/ml xilazina (Rompun, Bayer), en el segundo experimento. Tras la di-
sección rápida in vivo de varios músculos de las patas traseras (extensor de los dedos largos,
tibial y soleo), y extraer unos 2 mi de sangre para el análisis de diversos parámetros séricos, se
procedió a la perfusión hepática con 15 mi de solución salina fisiológica fría y extracción del hí-
gado y los animales se sacrificaron por dislocación cervical. Se extrajo entonces el corazón y
los ríñones, el timo, el bazo y las adrenales. Con la excepción del timo y el bazo que se proce-
saron inmediatamente para la obtención de los linfocitos, los restantes órganos se congelaron
en nitrógeno líquido tras pasarlos por una solución salina fisiológica fría, secarlos por contacto
con papel de cromatografía 3MM (Whatman) y pesarlos. Los tejidos congelados se conserva-
ron a -80 -C hasta la realización de los análisis bioquímicos. Las muestras de sangre se deja-
ron coagular a temperatura ambiente y se centrifugaron a 10.000 rpm durante tres minutos. El
suero resultante se congeló y se conservó a -70 -C hasta su utilización para la cuantificación
de testosterona así como de otros metabolitos y actividades enzimáticas, que se realizaron por
química seca utilizando un equipo Kodack Echtachem.

2.4 Ensayos de funcionalidad de los linfocitos

Tras la extracción en condiciones asépticas del timo y el bazo y su pesado, el tejido se frag-
mentó con unas tijeras y se pasó, presionándolo, a través de una malla (Sigma) para conseguir
la disgregación de las células. El tejido disperso se centrifugó en un gradiente de Urograph-F¡-
coll (Schering y Sigma, respectivamente) con una densidad de partida de 1.070. El halo se re-
suspendió en solución salirr '*amponada, en la que se lavó tres veces. La respuesta del siste-

jma inmune a los diferentes entrenamientos y/o tratamientos con EAAs se estudió indepen-
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dientemente en células procedentes de ambos órganos linfoides. Cada una de las suspensio-
nes celulares obtenidas de los dos órganos se dividió en dos alícuotas, la primera para medir
la movilidad espontánea y la quimiotaxis y la otra para ensayar la linfoproliferación basal e in-
ducida por mitógeno. La movilidad espontánea y la inducida (quimiotaxis) se determinaron por
una modificación del método descrito originalmente por Boyden ya descrito en otros trabajos
anteriores (de la Fuente y cois., 1993). Brevemente, la suspensión de linfocitos (0.3 mi de una
suspensión de células que contenía 106 cel/ml) se depositó en el compartimento superior de
una cámara con dos compartimentos separados entre sí por un filtro de membrana de 3 |im de
diámetro de poro, mientras que en la cámara inferior se colocaron 0.4 mi de medio de cultivo
(movilidad espontánea) o de medio conteniendo F-met-leu-phe (Sigma) a una concentración
106M comoquimioatrayente (quimiotaxis). Los resultados se expresaron como índices de mo-
vilidad o quimiotaxis, que representan en número total de linfocitos presentes en la parte infe-
rior del filtro. La proliferación de los linfocitos se midió en condiciones básales y tras estimula-
ción con el mitógeno concanavalina A (1 ng/ml, ConA, ICN Biomedicals) en cultivos realizados
por triplicados, tres días después de haber preparado los cultivos, por incorporación de [3H]T¡-
midina (CEA, 0.5 mCi/placa), siguiendo el método descrito en trabajos anteriores (de la Fuen-
te y cois., 1992).Los resultados se expresaron como incorporación en cpm/106 células.

2.5 Análisis estadístico

Los datos se expresaron como media ± desviación estándard (DE) del número de animales que
se indica en cada caso en las leyendas de las figuras o de las tablas. El análisis estadístico se
realizó por regresión múltiple utilizando el programa estadístico MicroTSP (versión 6). Las com-
paraciones 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.

3. RESULTADOS

3.1 Efecto de los entrenamientos y del tratamiento con esferoides anabólico-androgéni-
cos sobre el peso corporal y otros parámetros indicativos de efectos biológicos induci-
dos por ambos factores. La fig. 1 representa la ganancia de peso corporal en los diferentes
grupos de los dos experimentos (en que se utilizaron programas de entrenamiento de diferen-
te intensidad), considerando separadamente las primeras cuatro semanas (antes de que se ini-
cie el tratamiento con los EAAs) y las últimas nueve semanas, durante las que se llevó a cabo
el tratamiento con los anabolizantes. Tras las primeras cuatro semanas, los animales entrena-
dos ganaron menos peso (p<0.05, próximo a p<0.01) que sus correspondientes controles se-
dentarios, independientemente del programa de entrenamiento aplicado. Durante las últimas
nueve semanas, sin embargo, la ganancia de peso corporal fue similar en los grupos entrena-
dos y en los sedentarios, lo que indica que las diferencias establecidas durante el primer mes
de entrenamiento se mantuvieron pero no aumentaron de forma significativa. El tratamiento con
una dosis suprafarmacológica de ND (10 mg/kg/semana) redujo de forma muy significativa la
ganancia de peso corporal (p<0.01), efecto que no se observó en los animales tratados con ST.
El efecto del ND se apreció de forma casi inmediata tras iniciar el tratamiento, tanto en los ani-
males sedentarios como en los entrenados. Los animales ejercitados tratados con ST ganaron
menos peso (p<0.05) que los sedentarios tratados, lo que constituye una interaccón con el en-
trenamiento que no tiene lugar en los animales tratados con ND. La observación de que el ND,
pero no el ST, induce un efecto renotrópico acusado (considerado indicativo de la actividad ana-
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Figura 1. Efecto de la aplicación de dos programas de entrenamiento y/o de la administración de una dosis
suprafarmacológica de decanoato de nandrolona (ND) o estanozolol (ST) sobre la ganancia de peso
corporal. Durante las cuatro primeras semanas (0-4 sem) las ratas se encontraban agrupadas en animales sedentarios
(S) y entrenados (E). El tratamiento con los esteroides ananbolizantes se inició después de la cuarta semana y
se prolongó hasta finalizar todo el programa de entrenamiento (4-13 sem). Después de la última sesión de
entrenamiento, se dejaron descansar los animales de 36 a 48 h (según experimento). Los datos representan la
media ± desviación estándard, de n=14-16 animales/grupo en la parte izquierda de la figura y de n=4-6
animales/grupo en la parte derecha. **p<0,01, animales tratados frente a controles sin tratar; •p<0,05, animales
entrenados frente a los correspondientes sedentarios. Tomado de Ferrández y cois J Steroid Biochem Molec
Biol. 59, 225-232, 1996.

bólica) e incrementa la relación entre el peso del corazón y el corporal (Fernández y col., 1995),
también es consistente con la ¡dea de que el tratamiento con ambos EAAs induce respuestas
biológicas diferentes. De forma análoga, se ha observado (Fernández y cois., 1995 y Ferrán-
dez y cois, 1996) que el tratamiento independiente con cada uno de los EAAs reduce de forma
pronunciada el peso del timo e incrementa de forma significativa el del bazo, lo que es indicati-
vo de una redistribución de células entre ambos órganos linfoides. Ambos programas de en-
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trenamiento indujeron una involución del timo. El peso de las adrenales también se redujo por
el tratamiento con ambos EAAs. El entrenamiento de resistencia aeróbica, pero no el de alta in-
tensidad, contrarresta el efecto de los esteroides anabolizantes normalizando el peso de las
adrenales en los animales tratados (Fernández y cois, 1995 y Ferrández y cois., 1996).

3.2 Efectos de la administración de esteroides anabolizantes en individuos sedentarios
y entrenados sobre los niveles séricos de testosterona y de enzimas marcadores de la
integridad hepatocelular. En la fig. 2 se representa el efecto de un tratamiento de 2 meses
con una dosis suprafarmacológica (10 mg/kg/semana, inyección i.m. una vez por semana) de
ND o ST, en animales sedentarios o sometidos al programa de entrenamiento de intensidad
moderada de carrera en cinta rodante, sobre los niveles séricos de testosterona, utilizados co-
mo medida del efecto de los EAAs sobre la actividad del eje hipotálamo-hipofisario-gonadal. La
aplicación del programa de entrenamiento incrementó en un 78 % (p<0.01) los niveles esta-
cionarios (medidos 48 h después de la última sesión de entrenamiento) de testosterona, lo que
evidencia una activación del eje hipotálamo-hipofisario-gonadal. Como era de esperar, sin em-
bargo, tanto el ND (hasta 60% y 29% del control en animales sedentarios y entrenados, res-
pectivamente) como el ST (hasta el 26% y 9% del control sin en los animales sedentarios y en-
trenados, respectivamente) inhibieron la produción de testosterona de forma acusada, siendo
estos efectos más pronunciados en los animales tratados con ST que en los tratados con ND,
y en los ejercitados más que en los sedentarios. Estos datos indican que ambos esteroides an-
bolizantes, actuando como agonistas parciales de la testosterona, inhiben con diferente efec-
tividad la producción de las gonadotropinas del lóbulo anterior de la hipófisis actuando por el
mecanismo de retrocontrol que sirve para regular la homeostais de la testosterona.

Tabla 2. Niveles séricos de enzimas marcadoras de la integridad hepatocelular en ratas
sedentarias o sometidas a un programa de entrenamiento en tapiz rodante de tres
meses de duración, dirigido al incremento de la capacidad aeróbica, en ausencia de tra-
tamiento (control) o tras administración de una dosis semanal de 10 mg/kg de decano-
ato de nandrolona (ND) o estanozolol (ST), durante los dos últimos meses.

AST(1)

ALT(1)

ChE(1)

CONTROL
98 ±20

62 ±4

0,36 ±0,07

SEDENTARIOS

ND

92 ±3

58 ±5,6

0,24 ±0,03*

ST

111 ±18

61 ±9

0,26 ±0,05*

CONTROL
102 ±16

51 ±4-

0,37 ±0,08

ENTRENADOS

ND

150 ±29"

51 ±4,8-

0,38 ±0,05-

SI
194 ±65"

41 ±15-

0,38 ± 0,06-

(1) Las actividades se dan en U/l excepto para la ChE que se dan en U/ml. Se representan
las medias ± desviación estándard de datos de 4-6 animales/grupo. ALT, alanina ami-
notransferasa; AST, aspartato aminotramsferasa; ChE, colinesterasa. *p<0,05, **p<0,01
Tratados frente a los correspondientes sin tratar; •p<0,05, "p<0,01 entrenados frente a
sedentarios.

Para evaluar la integridad hepatocelular, en los seis grupos de animales correspondientes al
experimento en que se aplicó el programa de entrenamiento de intensidad moderada, se mi-
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Figura 2. Efecto de la administración por separado de una dosis suprafarmacológica de los esteroides anabólico-
androgénicos decanoato de nandrolona (ND) o estanozolol (ST) y/o plicación de un programa de
entrenamiento de intensidad moderada, dirigido a incrementar la capacidad respiratoria sobre la actividad
del eje hipotálamo-hipofisario-gonadal. El tratamiento con los esteroides ananbolizantes se inició después de
la cuarta semana de iniciarse el programa de entrenamiento de 3 meses de duración y se prolongó hasta su finalización.
Para medir niveles estacionarios, después de la última sesión de entrenamiento, se dejaron descansar los
animales durante 48 h antes de la extracción de sangre y preparación del suero en el que se determinaron los
nivles de testosterona. Los datos representan la media ± desviación estándard, de n=4-6 animales/grupo. *p<0,05,
"p<0,01, animales tratados frente a controles sin tratar; "p<0,01, animales entrenados frente a los correspondientes
sedentarios.

dieron los niveles séricos de varios enzimas consideradas marcadoras de daños en las célula
hepáticas (tabla 2). Ninguno de los dos EAAs incrementó los niveles séricos de las enzimas
marcadoras, colinesterasa (ChE) y alanina (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST). Por el
contrario, los niveles séricos de ChE se redujeron significativamente tanto por el tratamiento
con ND (67% del control, p<0.05) como por ST (72% del control, p<0.05) en los animales sin
entrenar, pero no en los entrenados. Así pues, el entrenamiento (o, al menos, el entrenamien-
to de intensidad moderada utilizado en este experimento) contrarresta el efecto de los EAAs
que conduce a la presencia de niveles reducidos de ChE en el suero. Este entrenamiento re-
dujo los niveles de ALT (hasta 82% los del control, p<0.01), prácticamente de forma indepen-
diente de la presencia de esteroides anabolizantes. Ambos tratamientos (ND 163%, p<0.05; ST
174%, p<0.01), sin embargo, incrementaron los niveles séricos de la aspartato aminotransfe-
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rasa (AST), aunque solamente en los animales entrenados. La posible significación biológica
de estos cambios dispares de los niveles séricos de dos enzimas que suelen considerarse in-
dicadoras de la integridad hepatocelular permanece aún por establecer.

3.3 Efecto de la aplicación de dos programas de entrenamiento de intensidad
diferente y de la administración de EAAs sobre la movilidad espontánea e indu-
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Figura 3. Efecto del tratamiento con decanoato de nandrolona (ND) o estanozolol (ST) y/o del entrenamiento
de alta intensidad sobre la movilidad espontánea y la quimiotaxis de células linfáticas procedentes de timo
o bazo. En las células procedentes del timo o bazo, se analizó la movilidad espontánea y la quimiotaxis en una
cámara Boyden, tal y como se indica en materiales y métodos. La figura representa la media ± desviación
estándard (n=4-6) del número total de linfocitos encontrados en la cara inferior de la membrana, en determinaciones
por duplicado, de animales sedentarios (S) o entrenados siguiendo el programa de entrenamiento de alta
intensidad (E). C, control; ND, decanoato de nandrolona; ST, estanozolol. *p<0,05, **p<0,01, animales tratados
frente a controles sin tratar; 'p<0,05, "p<0,01, animales entrenados frente a los grupos sedentarios correspondientes.
Tomado de Ferrández y cois., J. Steroid Biochem. Molec. Biol. 59, 225-232, 1996.
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Figura 4. Efecto del tratamiento con decanoato de nandrolona (ND) o estanozolol (ST) y/o del entrenamiento
de resistencia aeróbica sobre la movilidad espontánea y la quimiotaxis de células linfáticas procedentes
de timo y bazo. Para mas detalles véase la leyenda de la fig. 2. Los datos representan la media ± desviación
estándard de 4-6 animales/grupo. *p<0,05, "p<0.01, animales tratados frente a controles sin tratar; 'p^.OS, "p<0.01,
animales entrenados frente a los grupos sedentarios correspondientes. Tomado de Ferrández y cois , J Steroid
Biochem. Molec. Biol. 59, 225-232, 1996.

cida de linfocitos de timo y bazo. Las figuras 3 y 4 sumarizan los datos que repre-
sentan los efectos de la aplicación de dos programas de entrenamiento de inten-
sidad diferente, y del tratamiento con una dosis suprafarmacológica de 10
mg/kg/semana de los esferoides anabolizantes ND o ST, sobre la movilidad espon-
tánea y la quimiotaxis de linfocitos procedentes de timo y de bazo. En ambos
experimentos, los índices de movilidad y quimiotaxis se redujeron de forma signi-
ficativa en los linfocitos de bazo, y de forma muy significativa en los procedentes
de timo, como consecuencia del tratamiento con ND. Un efecto similar se observó
para los animales tratados con ST.
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La aplicación del programa de entrenamiento de alta intensidad también redujo la movi-
lidad espontánea e inducida de los linfocitos (fig. 3). La administración de ST, pero no
la de ND, antagoniza parcialmente los efectos aparentemente inhibitorios del programa
de entrenamiento de alta intensidad sobre la movilidad de los linfocitos. Resulta intere-
sante la observación de que la aplicación del programa de entrenamiento dirigido al incre-
mento de la capacidad aeróbica estimuló los índices de movilidad espontánea y de
quimiotaxis de los linfocitos por encima de los valores presentes en los controles sin tra-
tar y restableció la movilidad normal de los linfocitos en los animales tratados con EAAs
(f¡g- 4).

3.4 Efecto de la aplicación de dos programas diferentes de entrenamiento en cinta
rodante y de la administración por separado de dos EAAs sobre la respuesta pro-
liferativa basal y la inducida por la concanavalina A, de linfocitos de timo y bazo.
La evaluación de la función linfocitaria tras el ejercicio se ha realizado frecuentemente
midiendo la respuesta proliferativa de los linfocitos cultivados in vitro tras una estimula-
ción por lectinas vegetales tales como la fitohemaglutinina o la concanavalin A (Con-A).
Las figuras 5 y 6 sumarizan los efectos de los tratamientos con una dosis suprafarma-
cológica (10mg/ml/seman, inyectada i.m. una vez por semana) de NDo ST sobre la acti-
vidad proliferativa basal y la inducida por Con-A en linfocitos procedentes de timo y bazo,
en ratas sedentarios o entrenados. En los animales sedentarios el tratamiento con EAAs
redujo considerablemente la respuesta linfoproliferativa. Este efecto se manifestó de forma
acusada en las células procedentes del timo de los animales tratados con ND en los que
la relación de proliferación estimulada por ConA a basal fue menos del 10% de la deter-
minada para los controles sin tratar (fig.5). En células de bazo el estanozolol inhibió la
proliferación de linfocitos inducida por mitógeno todavía en mayor medida que el ND (fig
6), aunque la relación entre los valores de linfoproliferación inducida a la basal sea en
este caso mayor que la del ND, debido a los mayores niveles de proliferación basal que
se observan en los linfocitos de bazo de animales tratados con ND.

El entrenamiento de elevada intensidad incrementó la linfoproliferación basal y redujo
la estimulada por Con A de forma muy significativa, por lo que las relaciones de linfo-
proliferación inducida por Con A a basal se redujeron mucho en las células de ambos órga-
nos linfoides (figs. 5 and 6). Contrastando con estos datos, la aplicación del programa
de entrenamiento de intensidad moderada, dirigido a incrementar la capacidad respira-
toria, no tuvo efectos negativos sobre la linfoproliferación según puede deducirse del man-
tenimiento de las relaciones de linfoproliferación estimulada por Con A a basal (fig.5)

En las células de timo de animales tratados con ND, la aplicación del programa de
entrenamiento de alta intensidad incrementó tanto la proliferación basal de los linfoci-
tos (unas 3 veces) como la inducida por Con-A (unas 6 veces), lo que da como resulta-
do una relación entre la linfoproliferación inducida por Con-A y la basal de aproximadamente
el doble de la determinada para animales dedentarios (fig. 5). En las células correspondientes
de bazo, la proliferación basal se incrementó en unas cinco veces mientras que la pro-
liferación estimulada por Con-A se redujo a aproximadamente el 50% como conse-
cuencia de la aplicación de este programa de entrenamiento, por lo que la relación de
linfoproliferación inducida por Con-A a basal se redujo unas 10 veces (fig. 6). Un efec-
to similar, aunque menos intenso, se puso también de manifiesto en los animales trata-
dos con estanozolol sometidos al programa de entrenamiento de alta intensidad.
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Figure 5. Efecto de la aplicación por separado de dos programas de entrenamiento y/o admistración de
dos esferoides anabolizantes diferentes sobre la respuesta linfoproliferativa basal o estimulada por Con
A en células procedentes de timo. Triplicados de cultivos de células linfáticas procedentes de timo se incubaron
durante 24 h con 0,5 mCi de [3H]timidina después de haber sido estimuladas durante 48 h con 1 mg/ml de
Concanavallna A (Con A) o sin estimulación por el mitógeno (basal). La figura representa la media ± desviación
estándard (n=4-6) de la radiactividad incorporada en cultivos de linfocltos no estimulados (columna inferior
insertada, en negro) o tras estimulación con el mitógeno Con A, procedentes de ratas sedentarias (S) o entrenadas
(E) siguiendo dos programas de entrenamiento diferentes en ausencia de tratamiento (C) o después de la
administración de decanoato de nandrolona (ND) o estanozolol (ST) a una dosis de 10 mg/kg/wk durante los dos
últimos meses. En la parte inferior de la figura se representa también la relación de incorporaciones en los
cultivos estimulados y básales. *p<0,05, "p<0,01, animales tratados frente a controles sin tratar; -p<0,05, "p<0,01,
animales entrenados frente a los correspondientes grupos sedentarios. Tomado de Ferrández y cois., J. Steroid
Biochem. Molec. Biol. 59, 225-232, 1996.

En contraste con los resultados comentados anteriormente referidos al programa de entre-
namiento de alta intensidad, tras aplicación del programa de entrenamiento dirigido a incre-
mentar la capacidad respiratoria a animales tratados con ND, la proliferación estimulada
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Figura 6. Evaluación de la linfoproliferación en cultivos de células linfáticas procedentes de bazo de ratas
sometidas por separado a dos programas de entrenamiento diferentes en ausencia de tratamientos o tras
administración de una dosis suprafarmacologica de decanoato de nandrolona (ND) o estanozolol (ST). La
proliferación de los linfocitos se evaluó en cultivos de células linfáticas procedentes de bazo. Para mas detalles
véase la leyenda de la fig. 4 y la sección de materiales y métodos. *p<0,05, **p <0,01, animales tratados frente
a controles sin tratar; 'p<0,05, ~p<0,01, animales entrenados frente a los correspondientes grupos sedentarios.Tomado
de Ferrández y cois., J. Steroid Biochem. Molec. Biol. 59, 225-232, 1996.

por Con-A de los linfocitos prodedentes de timo (y la relación resultante de proliferación
inducida por Con A a basal) aumentó en unas 15 veces, lo que es una respuesta proli-
ferativa similar a la de los animales ejercitados sin tratar (y unas 10 veces la de los ani-
males tratados con ND que siguieron el programa de entrenamiento de alta intensidad).
En las células de bazo de los animales tratados con ND, la respuesta proliferativa tam-
bién se normalizó al aplicar el programa de entrenamiento de intensidad moderada diri-
gido a aumentar la capacidad respiratoria (fig. 5). Los linfocitos de timo y bazo de
animales tratados con ST también recuperaron la respuesta proliferativa normal al apli-
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car el régimen de entrenamiento moderado. En el caso de las células de bazo de .ani-
males tratados con ST que siguieron este programa de entrenamiento la respuesta pro-
liferativa incluso aumentó con respecto a la de los animales sedentarios sin tratar.

4. DISCUSIÓN

Las conclusiones de un cierto número de casos clínicos y otras publicaciones de datos
anecdóticos a lo largo de los últimos 10-15*años han contribuido a extender la idea de
que la administración de dosis suprafarmacológicas de EAAs puede tener consecuen-
cias negativas para la salud. A la vista del uso aparentemente amplio de los EAAs en los
medios deportivos, hemos considerado de interés analizar sus efectos sobre la activi-
dad de las células inmunitarias cuando se administran a dosis suprafarmacológicas que
se encuentran en el rango de las dosis que se sabe son objeto de abuso en el contexto
deportivo. Como consecuencia del hecho de que el uso de esteroides anabolizantes no
está permitido, se tiene una información muy limitada sobre las dosis y patrones de admi-
nistración a los atletas. Frecuentemente se administran varios esteroides anabolizantes
de forma conjunta, lo que puede resultar en dosificaciones de 10 a 100 veces superio-
res a las recomendades como terapia de reposición, siguiendo un esquema de administración
en pirámide. Debido a la gran diversidad de combinaciones, dosis y patrones de aplica-
ción, no resulta posible seleccionar un protocolo de laboratorio que pueda considerar-
se representativo de los métodos de administración de EAAs en los medios deportivos,
por lo que se consideró preferible analizar comparativamente los efectos de dos com-
puestos puros sobre la función linfocitaria y la actividad del eje hipotálamo-hipofisario-
gonadal, aún cuando ello no refleje exactamente las condiciones de abuso por esteroides.
Por razones obvias, hemos utilizado un modelo animal para estudiar los efectos bioló-
gicos de los EAAs a dosis suprafarmacológicas, lo que introduce una limitación a la hora
de interpretar las conclusiones resultantes del estudio. Sin embargo, por otro lado, el mode-
lo de ratas corredoras permite el estudio de grupos homogéneos de individuos en con-
diciones controladas, que sería muy difícil de conseguir, si no imposible en estudios realizados
con humanos.

Usando este modelo, hemos examinado los efectos de la administración de una dosis
suprafarmacológica de dos esteroides anabolizantes en individuos sedentarios y entre-
nados, siguiendo dos programas diferentes de entrenamiento, sobre la actividad del eje
hipotálamo-hipofisaño-gonadal y la funcionalidad in vitro de los linfocitos. La respuesta
proliferativa tras adición de mitógenos es considerada indicativa de la actividad de los
linfocitos in vivo y se ha utilizado frecuentemente para analizar los efectos del ejercicio
sobre el sistema inmune. La movilidad, otro de los parámetros medidos en este trabajo,
es también una propiedad relevante de los linfocitos. La movilidad dirigida (quimiotaxis),
el primer y trascendental suceso de la respuesta inmune, apenas se ha aplicado en estu-
dios relacionadas con el ejercicio.

Los resultados de este trabajo indican que la aplicación de un régimen de ejercicio de
alta intensidad, pero no la aplicación de un programa de entrenamiento moderado, diri-
gido al incremento de la capacidad aeróbica, tiene un efecto negativo sobre la movili-
dad y respuesta proliferativa de los linfocitos procedentes de timo y bazo y mantenidos
en cultivo. Este resultado es consistente con la idea de que la realización de una activi-
dad física moderada es beneficiosa para la actividad de las células del sistema inmune,
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mientras que el ejercicio extenuante, excesivamente intenso o difícilmente tolerado por
el individuo puede comportarse como un inmunosupresor. El ejercico de alta intensidad
aumentó la proliferación basal y redujo la estimulada por Con A en los linfocitos de timo
y bazo, con respecto a las de los controles sedentarios. Como el sacrificio se realizó con
un lapso de tiempo mayor de un día desde la realización de la última sesión de entre-
namiento, parece improbable que la inhibición de la respuesta de las células inmunes
en los animales sometidos al entrenamiento de alta intensidadd sea consecuencia de una
modificación transitoria asociada a la ejecución del ejercicio físico, tal como un aumen-
to de los niveles de catecolaminas, esteroides corticales, péptidos opiáceos o prosta-
glandinas, por mencionar algunos de los factores que se ha publicado que son capaces
de reducir la respuesta mitogénica de los linfocitos en el periodo inmediato a la realiza-
ción del ejercicio. Parece mucho más probable que este efecto sea consecuencia de un
proceso de adaptación o, al revés, el resultado de una acumulación de alteraciones que
se fueron produciendo a lo largo del periodo de entrenamiento como consecuencia de
la imposibilidad de mantener la homeostasis durante la ejecución del ejercicio. Resulta
tentador especular con la posibilidad de que esta inhibición de la respuesta de las célu-
las inmunes sea reminiscente del "síndrome de sobreentrenamiento" que se ha detec-
tado en atletas de élite y que se caracteriza por una disfunción de las células del sistema
inmune que tiene como consecuencia la manifestación recurrente de infecciones.

Las catecolaminas, y la adrenalina en particular, parecen ejercer efectos importantes sobre
las células del sistema inmune, pudiendo ser responsables de varios de los efectos desen-
cadenados por el ejercicio agudo y el estrés psicológico (Hoffman-Goetz y Pedersen, 1994).
Las diferencias observadas en los efectos de los dos tipos de entrenamiento sobre la fun-
ción linfocitaria podrían ser consecuencia de las diferencias en su intensidad y deman-
da metabólica, ya que estos factores parecen tener un papel crítico en la regulación del
número de receptores adrenérgicos presentes en la membrana del eritrocito.

Se ha comprobado que la administración de decanoato de nandrolona o estanozolol a
una dosis suprafarmacológica de 10 mg/kg de peso corporal (comprendida en el rango
de concentraciones que se sabe son utilizadas de forma fraudulenta por algunos depor-
tistas con la intención de incrementar el rendimiento en la competición) inhibe la activi-
dad de los linfocitos in vitro, particularmente en los timocitos. Usando linfocitos humanos
circulantes cultivados in vitro se ha observado que las hormonas sexuales son capaces
de inducir un efecto inmunoregulador directo (Grossman, 1985; Sthoeger y cois., 1988),
lo que podría contribuir a explicar los efectos de las dosis suprafarmacológicas de EAAs
sobre las células inmunes, aunque también se han publicado trabajos en los que no se
ha podido poner de manifiesto un efecto de los andrógenos sobre la actividad linfocita-
ria (Ánsar y cois., 1985).

El mecanismo por el que los esteroides anabólico-androgénicos a dosis suprafarmaco-
lógicas modifican la actividad celular es difícil de determinar ya que bajo esta denomi-
nación común se engloba un gran número de compuestos heterogéneos. En primer
lugar por estar relacionados con los anillos del androstano, del androsteno o del estre-
no, y además por su diversificación adicional por la inclusión de sustituyentes y modifi-
caciones de la estructura del anillo policíclic. Por ello, cabe esperar que los diferentes
EAAs tengan un comportamiento individualizado sobre el metabolismo celular en fun-
ción de sus afinidades de unión al receptor de andrógenos, a la posibilidad de interac-
cionar con otros receptores de hormonas esteroídicas e incluso a su capacidad de
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interaccionar con estructuras diferentes de los receptores de hormonas esteroídicas.
Se ha puesto de manifiesto que el efecto inmunosupresor que induce la testosterona en la
autocuración de infecciones de malaria en modelos animales no parece implicar de forma
primaria ni al receptor de andrógenos ni al de estrógenos y, el estradiol actuó como inmu-
nosupresor, a dosis de solamente el 1 % las de testosterona, a través de una interacción con
el receptor de estrógenos. Los esteroides anabolizantes estudiados en este trabajo, el deca-
noato de nandrolona (éster de la 19-nortestosterona, que se sabe se une al receptor de andró-
genos con más afinidad que la testosterona) y el estanozolol, relacionado con la 4,5-dihi-
drotestosterona (un derivado de testosterona que es de 2a 6 veces más activo como
anabolizante que esta hormona), están estrechamente relacionados con el principal andró-
geno natural y parece probable que inicien parte de sus respuestas celulares interaccionando
con el receptor de andrógenos. Sin embargo, como consecuencia de las peculiaridades estruc-
turales, las concentraciones a que se utilzan, y la posible actividad biológica de algunos de
sus productos metabólicos, también es posible que algunos de sus efectos biológicos
dependan de interacciones con otros receptores de hormonas esteroídicos, muy particularmente
los receptores de estrógenos y de glucocoticoides. Como se indica aquí, la administración
de dosis elevadas de decanoato de nandrolonathe redujo la ganancia de peso corporal tan-
to en los animales sedentarios como en los entrenados, un efecto que no era de esperar
para un compuesto que actúe solamente como sustancia anabolizante. Por otro lado, tam-
bién a diferencia del estanozolol, el decanoato de nandrolona incrementó significativamente
la relación entre el peso del corazón y el corporal, un efecto que también se sabe que ocu-
rre como respuesta al entrenamiento y a la administación de glucocorticoides. Cuando estos
datos se analizan de forma conjunta, teniendo en cuenta los efectos inmunoreguladores des-
critos para los glucocorticoides y los esteroides sexuales, se plantea la cuestión de si los
efectos del decanoato de nandrolona sobre la función linfocitaria también son debidos en
parte a una interacción con los receptores de otras hormonas esteroídicas diferentes del recep-
tor de andrógenos. Basándose en la interacción de los EAAs con el receptor de glucocorti-
coides (Mayery Rosen, 1975), se ha propuesto que los esteroides anabolizantes pueden
ejercer un efecto anabolizante actuando como compuestos anticatabólicos (antagonizan-
do a los glucocorticoides), aunque sobre esta interpretación existe una fuerte controversia
(Hickson y cois.,1990).

Finalmente, los cambios que se producen en la masa del timo y el bazo provocados por
tratamiento prolongado con dosis suprafarmacologicas de decanoato de nandrolona y
estanozolol, indican que los esteroides anabolizantes puede interferir el control de la migra-
ción y el ensamblaje de los linfocitos en diversos compartimentos corporales, como
ocurre también con el ejercicio. Los corticoesteroides median los efectos de numerosos
estímulos fisiológicos (incluyendo en buena parte los del ejercicio crónico) sobre el
reclutamiento y retención de linfocitos en diversos compartimentos, y su administración
exógena a dosis suprafarmacologicas induce una involución del timo (Madden y Felten,
1995). Un efecto opuesto, de carácter irreversible puede ponerse de manifiesto tras gona-
dectomía tanto en machos como en hembras.

5. CONCLUSIONES FINALES

De los datos que aquí se presentan puede concluirse que la administración de dosis
suprafarmacologicas de esteroides anabolizantes durante periodos prolongados de
tiempo afecta negativamente a la funcionalidad de los linfocitos de timo y bazo culti-
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vados in vitro. El ejercico regular de intensidad moderada, contrariamente al entre-
namiento de alta intensidad, parece contrarrestar los efectos aparentemente negati-
vos de dosis elevadas de esteroides anabolico-androgénicos sobre la función linfocitaria
por un mecanismo de acción todavía desconocido. El decanoato de nandrolona, que
tiene efectos más acusados que el estanozolol sobre la función de los linfocitos de timo
y bazo, inhibió menos la actividad del eje hipotálamo hipofisario-gonadal que el esta-
nozolol, lo que evidencia que no existe una correlación entre la capacidad de actua-
ción como inmunodepresor y el carácter androgénico. Una mayor profundización en
los efectos de los EAAs sobre el sistema inmune exige la realización de experimen-
tos adicionales para caracterizar otros efectos sobre la respuesta inmune celular y humo-
ral, así como para identificar las moléculas que actúan realmente como señalizadoras
de esta respuesta, los lugares de recepción en las células inmunes, y el carácter ago-
nista o antagonista de la(s) interacción(es).
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Resumen: El objetivo del presente trabajo ha sido estudiar el efec-
to del ejercicio físico y el estrés que éste puede conllevar sobre la
función de las dos principales células inmunocompetentes: linfocitos
y fagocitos. La experimentación se realizó en ratones {Mus muscu-

lus) de la cepa BALB/c, y el modelo de ejercicio utilizado fue la carrera en tapiz rodan-
te. En este modelo, se analiza la función de las células inmunes tras la realización de
una serie de actividades físicas puntuales de diferentes intensidades, denominadas
ejercicio agudo moderado (AM) y ejercicio agudo exhaustivo (AE), y tras la realización
de un programa corto y moderado de entrenamiento de una semana (EN). Igualmente
se valoró, el efecto del estrés producido por el ambiente extraño que supone para el ani-
mal el tapiz rodante, para lo cual se utiliza otro grupo experimental, control tapiz (CT),
en el que no se lleva a cabo ejercicio físico. Todas las valoraciones efectuadas en las
diferentes pautas de actividad física indicadas, se compararon con las de los animales
sedentarios, considerados como controles (C).

En cuanto a los resultados obtenidos, las distintas modalidades de ejercicio agudo pun-
tual así como el control tapiz producen un marcado aumento en los niveles de corticos-
terona, indicativo de una situación de estrés en los animales. Por su parte el ejercicio
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con entrenamiento de una semana, induce unos niveles de corticosterona similares a con-
troles, manifestando una adaptación a dicha situación. Tanto el ejercicio como el estrés
originan una redistribución en los linfocitos circulantes, la cual se refleja en variaciones
de la concentración celular y peso de los órganos inmunocompetentes. En cuanto al efec-
to sobre la funcionalidad de las células inmunes, la situación de estrés que conllevan los
ejercicios agudos puntuales conduce a una disminución significativa tanto del proceso
fagocítico de macrófagos peritoneales como de la función linfoide a todos los niveles,
mientras que el entrenamiento, produce una función linfoide y fagocítica normal, sola-
mente en la linfoproliferación en respuesta a mitógenos se observó una disminución tam-
bién en el grupo entrenado, indicando que es ésta la función inmune que resulta más afectada
por el ejercicio en sí. Como conclusión final podemos decir que el ejercicio agudo pro-
duce una situación de estrés en ratones, que se refleja en una inmunosupresión de la
respuesta inmune a todos los niveles. El ejercicio repetido, provoca una adaptación a la
situación de estrés, con una recuperación en la mayoría de las funciones inmunes.

Palabras clave: ejercicio físico, entrenamiento, estrés, linfocito, macrófago, función
fagocítica.

Abstract: The purpose of the present research project was to study the effect of physical
activity and the stress it implies on the function of the two main ¡mmunocompetent cells: lymp-
hocytes and phagocytes. The experiment was carried out with rats (Mus musculus) of the
BALB/c strain, and the type of exercise used was running on a treadmill. In this model, the
function of the immune cells was analyzed after the performance of a series of physical acti-
vity sessions of different intensities, referred to as acute modérate exercise (AM) and acu-
te exhaustive exercise (AE), and after carrying out a short modérate exercise programme
lasting one week (EN). At the same time, the effect of the stress produced in the animáis by
the strange environment caused by the treadmill was evaluated using another experimen-
tal group referred to as the treadmill control (CT), in which no physical exercise was perfor-
med. All the measures taken in the different treatments of physical activity mentioned were
compared with those of sedentary animáis, considered as controls (C).

The result obtained showed that the different modalities of sessions of acute exercise as well
as the treadmill control produced a considerable increase in corticosterone levéis, indicati-
ve of a situation of stress in the animáis. On the other hand, the exercise involved in the week-
long training programme, induced conticosterone levéis similar to those of the controls, reve-
aling an adaptation to the said situation. Both exercise and stress cause a redistribution of
circulating lymphocytes, which is reflected in variations in the cellular concentraron and in
the weinght of the ¡mmunocompetent organs. With regard to the effect on the functionality
of the immune cells, the situation of stress caused by the sessions of acute exercise, lead
to a significant decrease both in the phagocytic process of peritoneal macrophages and in
the lyphoid function at all levéis; whereas the training programme produced a normal lymp-
hoid and phagocytic function, and only in lymphoproliferation in response to mitogens was
a decrease also observed in the trained group, indicating that this is the ¡mmune function which
is most affected by exercise produces a situation of stress in rats, which is reflected in immu-
nosuppresion of the immune response at all levéis. Repeated exercise provokes an adap-
tation to the situation of stress, with a recovery in the majority of immune functions.

Key words: physical exercise, training, stress, lymphocyte, macrophage, phagocytic function.
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1. INTRODUCCIÓN.

1.1. Efecto del ejercicio físico en el sistema inmune

El hecho de que un ejercicio físico conduce a cambios funcionales del organismo ha sido
conocido desde antiguo. Sin embargo el abordaje científico de tales modificaciones ha
sido más reciente. En las últimas décadas se ha relacionado el ejercicio físico con la fun-
cionalidad del sistema inmune (S.I.), sistema de reconocimiento de lo propio y defensa
frente a lo extraño o alterado.

Estudios realizados tanto en humanos como en animales de experimentación parecen
indicar que la influencia del ejercicio físico sobre el Sistema Inmune está condicionada
por la duración e intensidad del ejercicio, así como por el estado fisiológico de quien lo
realiza. Hay toda una serie de autores, que defienden la idea de que el ejercicio mode-
rado regular incrementa la resistencia a infecciones (1,2), mientras que un ejercicio
intenso o el sobreentrenamiento que soportan muchos deportistas, parece estar asociado
con una mayor susceptibilidad a infecciones (3,4,5).

La mayoría de los estudios existentes sobre el efecto de la actividad física en el S. I. se cen-
tran en los cambios cuantitativos que experimentan las células inmunocompetentes. Las modi-
ficaciones que provoca el ejercicio físico sobre la funcionalidad de las células inmunes, han
sido menos estudiados y los escasos estudios realizados se centran, principalmente, en la
capacidad proliferativa de los linfocitos en respuesta a antígenos o mitógenos.

En relación a los cambios cuntitativos, si bien dependiendo del tipo, intensidad y dura-
ción del ejercicio y del estado de entrenamiento de los individuos se han descrito tanto
aumentos como descensos o ausencia de cambios en el número de células de las dife-
rentes subpoblaciones inmunes, son muchos los autores que coinciden en señalar que
tras la realización de un ejercicio físico, el número de leucocitos aumenta (6,7,8,9,10).

Los estudios sobre el efecto del ejercicio físico en la funcionalidad de las células inmunes
son más escasos y puntuales. Un aspecto de la respuesta inmune poco estudiado en gene-
ral y en particular en lo relacionado con el ejercicio es la funcionalidad de las células fago-
cíticas que conforman la primera línea de defensa del sistema inmune. Dichas células (PMNs
neutrófilos y monocitos en sangre circulante y macrófagos en diferentes localizaciones tisu-
lares) desarrollan como función más representativa el proceso fagocítico. En el mismo, se
suceden secuencialmente las siguientes etapas: adherencia al endotelio vascular o a sus-
tratos tisulares, capacidad de movimiento espontáneo o dirigido por un gradiente químico
(quimiotaxis), fagocitosis de las partículas extrañas y destrucción del material fagocitado.

En cuanto a la influencia de la actividad física sobre la capacidad de adherencia de las
células fagocíticas al endotelio vascular, la mayoría de los autores coinciden en el hecho
de que esta capacidad no varía con el ejercicio independientemente del tipo de activi-
dad física que se efectué. Ortega y cois. (11), no encuentran cambios en la capacidad
de adherencia de neutrófilos de individuos sedentarios tras someterles a ejercicio mode-
rado. Igualmente ocurre tras ejercicio agudo hasta el agotamiento, en el que tampoco
se encuentran incrementos en la capacidad de adherencia de neutrófilos (12). En rato-
nes adultos-viejos sometidos a ejercicio agudo hasta el agotamiento, no se detectan varia-
ciones en la capacidad de adherencia a sustrato de los macrófagos peritoneales, aunque
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en estos mismos animales, aparece un aumento en la capacidad de adherencia a fibra
de nylon, que reproduce "in vitro" la que acontece en el endotelio vascular (13). También
en macrofagos de cobaya se observa un incremento en la adherencia tras ejercicio
(natación) hasta el agotamiento (14).

En cuanto a la capacidad de movimiento de las células fagocíticas bien espontánea o la dirigi-
da hacia el foco de infección, a favor de un gradiente químico (quimiotaxis), hay que diferenciar
entre individuos entrenados o sedentarios. En individuos entrenados, que practican ejercicio
de manera habitual, ambas capacidades se encuentran incrementadas (15). Sin embargo, no
varían tras realizar un ejercicio agudo extenuante (7). Por otro lado, neutrófilos de hombres sen-
dentarios sometidos a ejercicio moderado, experimentan un aumento en movilidad espontá-
nea y quimiotaxis (11). Esto sugiere la idea de que los fagocitos están mas preparados frente a
invasiones tras un ejercicio moderado. En animales de experimentación, esta capacidad de mo-
vilidad y quimiotaxis no es modificada con el ejercicio agudo extenuante, pero sí aumenta sig-
nificativamente en ratones con el entrenamiento físico (13,16).

La siguiente etapa del proceso fagocítico es la unión de la célula fagocítica al agente extra-
ño. Esta unión suele favorecerse cuando el agente infeccioso se encuentra opsonizado
con factores séricos (inmunoglobulinas y complemento), implicándose en dicho proce-
so los receptores Fe de las Ig G y los receptores para la fracción C3 b del complemen-
to (17). Numerosos autores, han encontrado un aumento en el número de dichos
receptores (C3 b y Fe) tras el ejercicio físico (18,11,15). El ejercicio por sí mismo, inde-
pendientemente de otros parámetros, parece que puede estimular dichos receptores (11).
Esta capacidad de unión también se ha visto aumentada en macrofagos peritoneales de
ratones, tanto en los sometidos a ejercicio extenuante, como en los que realizaron un
previo entrenamiento (13,16). Respecto a la influencia de la actividad física sobre la capa-
ciad de ingestión de las células fagocíticas, los resultados son más diversos y hay que
tener en cuenta al valorar esta capacidad, si el material a fagocitar son células vivas o
partículas inertes. Algunos autores no encuentran variación en la fagocitosis de neutró-
filos en individuos sedentarios tras realizar ejercicio agudo (7). Sin embargo, la mayo-
ría de los autores coinciden en un aumento de la capacidad de ingestión de células y
partículas inertes con el ejercicio, ya que este parece estimular propiedades fisico-quí-
micas de membrana que permiten dicha ingestión (13). Así, se ha encontrado un incre-
mento en esta capacidad en neutrófilos de deportistas de élite (15), en macrofagos de
humanos que realizan ejercicio agudo hasta el agotamiento (19), y en neutrófilos de indi-
viduos sedentarios sometidos a ejercicio moderado (15). También se ha detectado una
estimulación de la capacidad de ingestión tras ejercicio moderado, realizado por indivi-
duos entrenados (20). No obstante, Novikov y Arzumanow (21) observaron que la acti-
vidad fagocítica va disminuyendo progresivamente dependiendo del aumento en la
intensidad y duración del ejercicio. De la Fuente y cois (13,16) también han encontrado
un aumento de la capacidad de ingestión en macrofagos peritoneales de ratones, tanto
con ejercicio agudo, como con entrenamiento. El mismo fenómeno se ha observado tam-
bién con cobayas jóvenes y viejas (22,14).

El ejercicio produce un estrés metabólico en las células fagocíticas, el cual conlleva cam-
bios bioquímicos y un aumento de la tasa de radicales libres de oxígeno. Así Smith y cois
en 1990 (4) observaron que después de una hora de ejercicio al 60 % de la capacidad aeró-
bica máxima de los individuos, aumenta la producción de especies reactivas de oxígeno (H2O2,
HOCI) en los neutrófilos, y esta producción es menor en entrenados respecto a los no entre-
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nados, incluso antes de realizar el ejercicio. Estos autores concluyen que el ejercicio, inde-
pendientemente del status antioxidante de los individuos, induce aumento de actividad de
oxigenación en neutrófilos, posiblemente debido a la secreción de citoquinas a la circula-
ción, o por la liberación selectiva, desde pools vasculares aislados, de subpoblaciones de
neutrófilos con alta actividad de oxigenación. En macrófagos perifonéales de ratones some-
tidos a ejercicio extenuante se encuentra una mayor producción de anión superóxido (medi-
do como reducción del nitroazul de tetrazolio, NBT) en ausencia de estímulo fagócitico, tan-
to en ratones entrenados, como en los no entrenados (16). Estos resultados están apoyados
por Ortega y cois (11), que encuentran también una mayor producción de anión superóxi-
do en macrófagos de individuos sometidos a ejercicio moderado.

Por otro lado, en cuanto a las células linfoides, mientras que su número de linfocitos en
sangre puede resultar elevado por la actividad física, son muchos las investigaciones que
sugieren que la función de estas células se encuentra disminuida (23,24,25).

La mayoría de los estudios encuentran una disminución en la respuesta proliferativa a mitó-
genos de linfocitos, tanto B como T, en individuos no entrenados tras ejercicio y en indivi-
duos entrenados (26,27). Hedfors (28) relacionó la disminución de linfocitos T en respues-
ta a mitógenos, con la disminución en la proporción de linfocitos CD4 que ocurre tras la actividad
física. Según Keasty cois. (23) la reducida respuesta a mitógenos en célulasTy B, y la menor
proporción en CD4, refleja una temporal inmuno-supresión en la inmunidad mediada por célu-
las, y esto se traduce en un mayor riesgo de infecciones en los atletas.

En animales, se han realizado estudios similares con linfocitos de bazo, timo y ganglios
axilares, y se ha observado que el ejerciio exhaustivo produce una marcada disminución
de la respuesta proliferativa de linfocitos al mitógeno PHA, mientras que el ejercicio con-
tinuo origina un proceso de adaptación que se refleja en una moderada o intensa linfo-
proliferación en ratones jóvenes y adultos (29).

1.2. Estrés y sistema inmune

Fue a principios de este siglo, cuando Cannon aborda por primera vez el concepto de
estrés, al cual define como: "todo agente capaz de inducir una respuesta o tensión en
el mecanismo homeostático del cuerpo". Posteriormente, Selye (30) define el estrés como
una respuesta no específica del organismo ante las agresiones externas. Estas respuestas
inespecíficas son inducidas por agentes estresantes (inmovilización, ruido, temperatu-
ras extremas, ejercicio físico, etc.) y son independientes de la naturaleza del estímulo
que las provoca.

Todo este conjunto de respuestas no específicas fueron descritas bajo la denominación
de Síndrome General de Adaptación (SGA), (31). El SGA describe una reacción inme-
diata del organismo (reacción de alarma) frente al estímulo nocivo y tiene una serie de
manifestaciones, como son: aumento de la frecuencia cardiaca y tono vasomotor, mayor
aporte sanguíneo a cerebro y músculo en detrimento de piel y visceras, aumento del núme-
ro de linfocitos y eritrocitos circulantes, mayor eficacia de los mecanismos de coagula-
ción, dilatación bronquial e incremento de la capacidad respitatoria, etc. Esta reacción
de alarma, es debida a una estimulación simpática generalizada y es mantenida, a corto
plazo, por la liberación de catecolaminas meduloadrenales.
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Cuando la exposición al estímulo estresante se mantiene, tiene lugar la fase de resis-
tencia o adaptación, en la que Selye (30) destaca la activación del eje Hipotálamo-Hipó-
fisis-Adrenal (HHA), que conduce al incremento en la secrección de glucocorticoides por
la corteza adrenal (32). El aumento de la actividad glucocorticoide provoca una gluco-
neogénesis hepática, disminuyen las reacciones inflamatorias e inmunológicas, y se redu-
ce la producción de otras hormonas hipofisarias en favor de la ACTH (32,33).

Numerosas investigaciones han abordado la relación entre el agente estresante y la res-
puesta que este desencadena (34). En general, es correcto admitir que no existe una
respuesta general del estrés, sino respuestas de estrés específico, a estímulos especí-
ficos. Así, por ejemplo, situaciones como el miedo, dolor, ansiedad, y las que implican
actividad mental aumentan principalmente los niveles de adrenalina, mientras que la con-
ducta agresiva ó las situaciones relacionadas con el ejercicio físico , incrementan prin-
cipalmente los niveles de noradrenalina (35). Por otro lado, todas las reacciones de estrés
implican la integración de factores fisiológicos y psicológicos. Así además de la intensi-
dad, naturaleza y duración del agente estresante, hay que tener en cuenta una serie de
factores que condicionan la respuesta del individuo al estrés; entre estos factores se encuen-
tra el estado emocional del individuo, la predictibilidad y la capacidad de escapar a la
acción del agente estresante (36)

1.2.1. Aspectos Neuroinmunoendocrinos del estrés.
El sistema neuroendocrino, fundamental sistema regulador animal, se encuentra estre-
chamente relacionado con el S. I., contribuyendo conjuntamente al mantenimiento de la
homeostasis animal. La relación entre ambos fue descrita por primera vez por Besedovsky
y cois. (37) y confirmada posteriormente con numerosos estudios (38,39,40,41).

Una consecuencia directa de la interacción entre los sistemas Neuroendocrino e Inmu-
ne, es la aumentada sensibilidad de la respuesta inmune al estrés (42). Como ya se ha
comentado, la respuesta del organismo frente a las situaciones de estrés está mediada
por alteraciones neuroendocrinas, dichas alteraciones tienen efectos importantes en deter-
minados aspectos de la función inmune. Así, ante una situación de estrés, se produce
una activación permanente del eje HHA, que provoca el desajuste en los mecanismos
de modulación de la secrección de la adenohipófisis, ésta produce ACTH, hormona que
controla la síntesis de glucocorticoides en la corteza adrenal, alterando a su vez, la pro-
ducción de otras hormonas tróficas.

En relación al efecto de la respuesta inmune sobre la función neuronal se sabe que la
estimulación antigénica de los leucocitos produce señales que no sólo llegan a los
demás componentes del S.l. sino también al cerebro y a los órganos neuroendocrinos
(43). Estas señales incluyen citoquinas y hormonas producidas y liberadas por el S.l. Tenien-
do esto en cuenta, la influencia del estrés en la inmunidad no es un fenómeno aislado,
sino un mecanismo de comunicación entre sistemas fisiológicos.

1.2.2. Modelos experimentales de estrés: El ejercicio físico
Las numerosas investigaciones experimentales sobre el estrés tienen una característi-
ca en común : la exposición del animal a un ambiente nuevo, extraño y en nada familiar.
No obstante se ha venido clasificando el estrés en estrés psíquico (competencia, ten-
sión, miedo, situaciones que implican peligro, etc) y estrés físico (ejercicio, descargas
eléctricas, inmovilización, temperaturas extremas, etc).
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Hay que tener en cuenta, al estudiar una situación de estrés, no solo el agente estresante,
sino múltiples factores que influyen sobre las reacciones fisiológicas del individuo como son:
preparación, sexo, estado emocional, etc. Existen múltiples eventos estresantes en la vida
cotidiana tales como los periodos de presión académica en estudiantes, los exámenes, sepa-
raciones matrimoniales, periodos de desempleo, etc. Incluso la amenaza de recibir un estí-
mulo nocivo puede suponer una situación estresante. Así, en pacientes que van a ser some-
tidos a intervenciones quirúrgicas, la situación de expectación del acto constituye un
estímulo estresante y determina un aumento en la secrección de cortisol (44).

Existen múltiples estímulos estresantes que se utilizan en la experimentación animal, entre
ellos el choque eléctrico bajo diversos planes de descarga (43), los estímulos sociales
conespecíficos (debidos a un aumento en la densidad de la población o a lo contrario)
(45), agentes estresantes como luz, sonido, temperaturas extremas, incluso anestési-
cos como el éter (46). También el ejercicio muscular representa un modelo específico
de estrés (47). Existen numerosos datos en la bibliografía que muestran que el ejerci-
cio físico, en diversas modalidades : natación (47), carrera en tapiz rodante (48) o bici-
cleta (49), provoca cambios en neurotransmisores (catecolaminas) y hormonas (cortisol
y péptidos opiodes), conocidos moduladores de la función inmune (50).

1.2.3. Efectos del estrés en el sistema inmune.
Es ampliamente conocido que el estrés, tanto psicológico como físico, altera la función del
S.l. (42). Así, en el ser humano, diferentes investigaciones han encontrado relación signifi-
cativa entre el estrés y algunas variables del sistema inmunitario (51,52). El estrés no es siem-
pre inmunosupresor, las influencias del agente estresante en la respuesta inmune son com-
plejas y dependen no solo de las características de dicho agente estresante (duración,
intensidad, naturaleza), sino también del tiempo en el cual se aplica tal agente en relación
al curso de la respuesta inmune. Algunas formas de estrés pueden incrementar las defen-
sas frente a organismos patógenos (43) y aumentar distintas respuestas inmunes (53,54).

Como ya se ha comentado anteriormente, con el estrés se produce una estimulación del
eje H-H-Acon el consiguiente aumento de la secrección adrenocortical y de glucocorti-
coides, así como una activación del SN simpático, seguido por una liberación de las cate-
colaminas (44). De esta forma, las hormonas adrenocorticales y el sistema simpatoadrenal
han sido propuestos como mediadores de los efectos inmunosupresores del estrés (55).

El S. I. responde al estrés de diversas maneras constituyéndose en una respuesta home-
ostática, que puede significar una protección contra la enfermedad o una facilitación de la
misma. La naturaleza y la intensidad del estrés determina la respuesta del S. I. (56). Dos
mecanismos están involucrados en la inmunosupresión debida al estrés; el primero concierne
a los cambios que el estrés produce en las poblaciones celulares inmunocompetentes y el
segundo a los cambios en la actividad y función de las células inmunocompetentes (47).

Por todo lo anteriormente expuesto y dado que los trabajos existentes en relación a los
cambios inmunes por efecto de la actividad física, y/o el estrés que puede estar asociado
a la misma, se centran principalmente en cambios cuantitativos de las células inmuno-
competentes, habiendo sido apenas estudiada la funcionalidad de estas células, y pues-
to que además pocas investigaciones delimitan los efectos funcionales del ejercicio
físico per se de los debidos a la situación de estrés que puede presentarse en el desa-
rrollo del mismo, se ha planteado, como objetivo general del presente trabajo, estudiar
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el efecto del ejercicio físico y el estrés que éste puede conllevar sobre la función de las
dos principales células inmunocompetentes: linfocitos y fagocitos.

La experimentación se realizó en ratones (Mus musculus) de la cepa BALB/c, y el mode-
lo de ejercicio utilizado fue la carrera en tapiz rodante. En este modelo, se analiza la fun-
ción de las células inmunes tras la realización de una serie de actividades físicas
puntuales de diferentes intensidades, denominadas ejercicio agudo moderado (AM) y ejer-
cicio agudo exhaustivo (AE) y tras la realización de un programa corto y moderado de
entrenamiento de una semana (EN). Igualmente se valoró, el efecto del estrés produci-
do por el ambiente extraño que supone para el animal el tapiz rodante, así como la des-
carga eléctrica que recibe en la carrera. Para ello se analiza el efecto de una sesión sin
ejercicio pero utilizando el tapiz rodante: grupo control tapiz (CT), en la función de las
células inmunocompetentes. En este grupo los efectos observados son debidos mayo-
ritariamente al estrés y no al ejercicio en sí.

Todas las valoraciones efectuadas en las diferentes pautas de actividad física indicadas:
agudo moderado (AM), agudo exhaustivo (AE), entrenamiento (EN) y control tapiz (CT),
se compararon con las de los animales sedentarios, considerados como controles (C).

2.- MATERIALES Y MÉTODOS

2.1. Material biológico

La experimentación se ha realizado con ratones Mus musculus de la cepa BALB/c pro-
cedentes de Iffa Credo y mantenidos en el animalario de nuestro departamento en con-
diciones estándar de alimentación: con pienso PANLAB y agua ad libitum. El animalario
se encontraba a una temperatura de 22a C y con fotoperiodo invertido de 12 h. luz y 12
h. oscuridad. Los animales utilizados fueron machos adultos con una edad de 24±4 sema-
nas.

2.2. Programa de entrenamiento físico.

Los animales fueron sometidos a ejercicio en un tapiz rodante SCIENTIFIC INSTRUMENTS
modelo L18706.

Se distribuyeron en 5 grupos (6 ratones por bloque) :

1 - Controles sedentarios (C)
2- Ratones sometidos a un ejercicio puntual moderado (AM)
3- Ratones sometidos a un ejercicio puntual exhaustivo (AE)
4- Ratones sometidos a un ejercicio puntual relajado, como medida de control del estrés
producido por el tapiz rodante (CT)
5- Ratones sometidos a un periodo de entrenamiento de una semana de duración (EN)

Todos los animales se sometieron a un periodo de adaptación, la semana previa al ejer-
cicio, consistente en 2 sesiones de una hora sin velocidad y sin inclinación del tapiz, para
familiarizar a los animales con el aparato. El programa de ejercicio para cada uno de los
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grupos que lo efectuaron de forma puntual se detalla en la tabla I, y el programa de entre-
namiento en la tabla II.

El sistema de descarga eléctrica del aparato que se emplea en todos los ejercicios puntuales
se sitúa en una intensidad de 0'2 mA. En el periodo de entrenamiento, los 5 primeros días se
utiliza la descarga para conseguir una rápida adaptación de los animales al tapiz, y se desco-
necta el último dia, para evitar la posible influencia del estrés provocado por la misma.

Tabla I. Programa de ejercicios puntuales.

Duración (min) Velocidad ( cm/sg) Inclinación (°

AM 60 15 10

AE 60 25 20

CT 60 8 0

Tabla II. Programa de entrenamiento.

Día Duración (min) Velocidad (cm/sg) Inclinación (°

1Q 60 8 0
2a 60 8 0
3a 60 8 5
4a 60 10 5
5S 60 15 10

2.3. Obtención de las muestras biológicas

Tras la sesión de ejercicio, los animales se pesan y se sacrifican por dislocación cervi-
cal, obteniéndose seguidamente las distintas muestras biológicas.

2.3.1. Obtención de suero.
Tras la muerte del animal , se decapita y se recoge aproximadamente 1 mi de sangre
del que se extrae por centrifugación el suero que se congela y se almacena a -20°C hasta
su utilización.

2.3.2. Obtención de macrófagos peritoneales.
Se retira la piel del abdomen sin abrir la cavidad peritoneal y se inyectan 3 mi de medio
Hank's, se efectúa un masaje del abdomen y se recupera aproximadamente el 90 % de
la suspensión inyectada.
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Esta suspensión contiene fundamentalmente linfocitos y macrófagos, que son contabi-
lizadas en hemocitómetro de Neubauery ajustados a 5-105 macrófagos/ mi con medio
Hank's usándose de inmediato para los distintos ensayos de función fagocítica.

2.3.3. Obtención de linfocitos de bazo, timo y ganglios axilares.
En condiciones de esterilidad, se extraen el bazo, timo y ganglios axilares. Tras pesar
los órganos, éstos se maceran en medio RPMI suplementado con suero bovino fetal
(SBF) y gentamicina. La suspensión celular de timo y ganglios se lavan con PBS esté-
ril a 1500 rpm, durante 10 minutos y a 20°C. Los leucocitos de bazo se separan en
un gradiente de Ficoll-Hipaque (densidad 1,070) y posteriormente se lavan. Las sus-
pensiones así obtenidas se ajustan a 106 linfocitos / mi de medio, utilizando medio
completo (RPMI+SBF+gentamicina) para cultivos celulares y medio Hank's para qui-
miotaxis y movilidad espontánea.

2.4. Estudio de la función fagocítica.

A continuación se describe la metodología utilizada para el estudio de las diferentes eta-
pas del proceso fagocítico en los macrófagos perifonéales.

2.4.1. Movilidad dirigida o Quimiotaxis.
La quimiotaxis de macrófagos perifonéales se valoró según la técnica de Boyden, lige-
ramente modificada por nuestro grupo (57).

Se utilizan cámaras con dos compartimentos de 9 mm de diámetro interno y ambos com-
partimentos se separan por un filtro de 3 um de poro. En el compartimento inferior se
introducen 400 ul de un quimioatrayente (N-formil-met-leu-phe a una concentración 10"
8 M) y en el superior 300 ul de la suspensión celular ajustada a 5-105 macrófagos/ mi.
Las cámaras se incuban durante 3 horas a 37°C, en una atmósfera al 5 % de CO2 y con
humedad a saturación. Transcurridas ese tiempo, se extraen los filtros, que son fijados
y teñidos y se realiza el recuento del número de células que han atravesado el filtro, expre-
sando el resultado como índice de Quimiotaxis (I.Q.)

2.4.2. Fagocitosis de partículas de látex.
Para valorar la capacidad que tienen los macrófagos de ingerir cuerpos extraños, se usó
la técnica descrita por De la Fuente (58).

Se depositan 200 ul de la suspensión peritoneal ajustada a 5-105 macrófagos / mi en
pocilios de placas MIF, se incuban durante 30 minutos a 37°C y se lavan con PBS. De
esta forma, se obtiene una monocapa de células adheridas a los pocilios. A continuación
se añaden 200 ul del medio Hank's y 20 ul de látex al 0'1 % en PBS , y se incuban 30
minutos a 37°C. Tras la incubación se lavan los pocilios enérgicamente con PBS para
eliminar las partículas de látex no fagocitadas, y procedemos a la fijación y tinción de
las células. Se efectúa el recuento del número de partículas fagocitadas por cada 100
macrófagos, valor que representa el índice de fagocitosis (I.F.).

2.4.3. Test de Reducción del Nitroazul de Tetrazolio.
Este test se realizó siguiendo la técnica descrita por De la Fuente (58) y modificada pos-
teriormente (59).
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Sobre alícuotas de 250 ul de la suspensión celular ajustada a 5-10^ macrófagos / mi se
añaden 250 ul de NBT (1 mg /mi de Hank's) y 50 ul de partículas de látex al 0'1 % (sien-
do éstas las muestras estimuladas) ó 50 ul de medio Hank's (muestras no estimuladas).
Se incuba en baño de agitación suave a 37°C, durante una hora. Tras la incubación se
para la reacción con Cl H 0'5 N, centrifugándose las muestras a 1600g 30 min y extra-
yendo con dioxano el NBT reducido. Los tubos se agitan bien y se centrifugan de nuevo
30 minutos a 1600 g midiéndose a continuación la absorbancia a 525 nm en los sobre-
nadantes. Los resultados se expresan como densidad óptica (D.O.)

2.5. Estudio de la función Linfoide.

La funcionalidad de los linfocitos de bazo, timo y ganglios axilares se estudia analizan-
do su actividad más característica: la respuesta proliferativa a mitógenos, usando como
mitógeno la Concanavalina A (Con A), para lo cual se utilizará el "Test deTransformación
Linfoblástica" (TTL). Este test reproduce las pautas fisiológicas de respuesta a antíge-
nos que estas células desarrollan in vivo en el organismo.

Igualmente, se analiza la capacidad de movilidad dirigida (quimiotaxis) de linfocitos, sien-
do ésta una función necesaria y previa al reconocimiento antigénico. La metodología emple-
ada fue la descrita en el apartado correspondiente del proceso fagocítico.

2.5.1. Respuesta Proliferativa de linfocitos.
Para valorar la respuesta proliferativa de linfocitos de bazo, timo y ganglios axilares, estas
células fueron sembrados en placas de cultivo (NUNCLON) de 96 pocilios, en alícuotas
de 200 ul de la suspensión celular ajustada a 10® linfocitos / mi por pocilio. Tras añadir
20 ul de mitógeno (Con A) a una concentración de 30 ug/ml, las placas se incuban duran-
te 48 horas, a 37°C, 5 % de CO2 y atmósfera saturada de humedad. Transcurrido este
tiempo, se eliminan 100 ul de la suspensión celular en cada pocilio y se añaden 10 ul de
MTT, colorante que incluyen y reducen las células vivas. Se incuban las placas de nuevo
durante 4 horas y se añaden 100 ul de solución de solubiización a cada pocilio, para parar
la reacción. Esta solución produce lisis celular, liberándose el MTT reducido, que se con-
tabiliza en un contador E.L.I.S.A. a 570 nm. Los resultados se expresan como D.O.
2.6. Determinación de corticosterona en sueros.

Se miden los niveles de corticosterona en sueros para comprobar el estado de estrés
de los animales sometidos a ejercicio. Se ha utilizado una técnica de radioinmunoensayo
(INC Biomedicals). Los resultados se expresan como nanogramos de corticosterona por
mililitro de suero (ng / mi).

2.7. Estudio estadístico

Los resultados se expresan mediante la media aritmética y desviación estándar de los
datos obtenidos en las diferentes pruebas. La comparación de las medias normales entre
dos grupos experimentales se efectuó por el test de la U de Mann- Whitney, para valo-
res no paramétricos. Se consideró no significativa una p>0,05. Cuando las diferencias
tienen una p<0,05 se consideran como significativas y con p<0,01 como muy significa-
tivas.
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3. RESULTADOS.

3.1. Peso corporal y peso relativo de órganos

En primer lugar se muestran los resultados de los pesos corporales de los animales y
del peso relativo de los órganos inmunocompetentes: bazo, ganglio y timo en los cinco
grupos experimentales: ejercicio agudo moderado (AM), ejercicio agudo exhaustivo
(AE), entrenamiento moderado (EN), así como el control tapiz (CT), en comparación con
los controles sedentarios (C).

En cuanto al peso corporal, no se encontraron diferencias con el ejercicio, siendo el valor
del control de 41,0±1,3 g.

Los resultados de los pesos relativos, expresados en mg órgano/ g peso corporal, para
los bazos, ganglios y timos, pertenecientes a los 5 grupos experimentales, se exponen
de forma resumida en la Tabla 1.

TABLA 1: Peso relativo de órganos inmunocompetentes (mg/g).

BAZO GANGLIOS TIMO

1,2±0,3
0,7±0,1a c

0,7±0,1ac

1,0+0,1
1,0±0,2

Cada valor representa la media ±DE de 6 experimentos. Nivel de significación: a: p<0,05,
respecto a C; c: p<0,05; d: p<0,01, respecto a EN.

Como puede apreciarse, respecto a controles (C) existe una disminución significativa en
el peso del bazo (p<0,05) de ratones sometidos a ejercicio moderado, y en timo en ani-
males sometidos a agudo moderado y control tapiz (p<0,05). En ganglio no se encuen-
tran variaciones significativas en su peso con ningún tipo de ejercicio. En relación a los
pesos en entrenados aparece un aumento significativo en bazo de los animales que efec-
túan ejercicio agudo tanto moderado como exhaustivo, así como en el timo de los agudo
moderado y control tapiz.

3.2. Cuantificación de macrófagos y linfocitos

La concentración de macrófagos y de linfocitos perifonéales (n9 células x104/ mi de sus-
pensión) se muestra en la fig.1. Podemos observar que, en relación a controles seden-
tarios, los ejercicios estudiados, con excepción del agudo exhaustivo, producen una
disminución en el número de macrófagos. En los resultados correspondientes al núme-
ro de linfocitos perifonéales, aparece un aumento significativo (p<0,01) en ejercicios agu-
dos puntuales (AM y AE) respecto a C y EN.
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Figura 1. Número de macrófagos y linfocitos peritoneales por mi de suspensión. Cada valor representa la media
±D.E. de 6 experimentos. Nivel de significación: a: p<0,05; b:p<0,01 respecto a C ; c:p<0,05 ;d:p<0,01 respecto
aEN.

En relación al efecto del ejercicio en el número de linfocitos de los órganos inmuno-
competentes (fig. 2), en bazo, se observa un aumento en el número de linfocitos en el
caso de AM y CT respecto al control (p<0,01) . La concentración de linfocitos de gan-
glios muestra un aumento altamente significativo (p<0,01) en control tapiz, y una dismi-
nución en ejercicio moderado (AM) (p<0,01) respecto a controles. En la concentración
de linfocitos de timo se observa una disminución significativa (p<0,01) en CT, AE y EN
respecto a controles.

Figura 2. Número de linfocitos de bazo, ganglios y timo por mi de suspensión. Cada valor representa la media
±D.E. de 6 experimentos . Nivel de significación: b:p<0,01 respecto a C ; c:p<0,05 ;d:p<0,01 respecto a EN.

3.3. Niveles séricos de corticosterona

En la fig.3 se representan los niveles séricos de corticosterona (ng/ml), indicativos del
grado de estrés provocado por los diferentes ejercicios. Todos los grupos sometidos a
ejercicio puntual (AM y AE) así como el control tapiz (CT) presentan diferencias signifi-
cativas respecto al grupo control (C) y al entrenado (EN).
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Figura 3. Niveles séricos (ng/ml) de corticosterona. Cada valor es la media ±D.E. de 6 experimentos realizados
por duplicado. Nivel de significación: b:p<0,01 respecto a C; d:p<0,01 respecto a EN.

3.4. Función fagócitica de macrófagos peritoneales

A continuación se indican los resultados correspondientes al efecto de las citadas pau-
tas de ejercicio sobre el proceso fagocítico de macrófagos peritoneales, estudiado en
las etapas más representativas del mismo: quimiotaxis, ingestión de partículas inertes
y producción del anión superóxido (medido como reducción del NBT).

3.4.1. Quimiotaxis
Los resultados obtenidos, expresados como índice de quimiotaxis (I.Q.) se muestran en la
fig.4. La actividad física puntual induce en dicha capacidad una disminución progresiva según
la intensidad del ejercicio, disminución que se hace por tanto, más patente en el grupo AE.

I.Q.

2000

1000

o-*3

AE EN

Figura 4. índices de quimiotaxis (IQ) de macrófagos peritoneales. Cada valor: media +D.E. de 6 experimentos
realizados por duplicado. Nivel de significación: b:p<0,01 respecto a C ; c:p<0,05; d:p<0,01 respecto a EN.
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I.F.
400f

bd

Figura 5. índice fagocítico (IF) de macrófagos perifonéales. Cada valor media ±D.E. de 6 experimentos realizados
por duplicado. Nivel de significación: b:p<0,01 respecto a C; d:p<0,01 respecto a EN.

El entrenamiento provoca una disminución significativa en la capacidad quimiotáctica de macró-
fagos peritoneales respecto al grupo C (p<0,01), y con valores similares a los ejercicios pun-
tuales CT y AM que por su parte muestran valores muy próximos.

3.4.2. Fagocitosis
En la fig. 5 se muestran los resultados correspondientes a la capacidad de inges-
tión de macrófagos peritoneales. Se expresan como índice de Fagocitosis (I.F.),
que representa el número de bolas de látex ingeridas por 100 macrófagos. El
ejercicio físico puntual (AM y AE) produce una disminución significativa (p<0,01)
respecto a C. Ni el grupo CT, ni el de entrenamiento inducen modificaciones
respecto al control.

D.O.

0,08

0,06

0,04-

0.02-

0,00
CT AM AE

Figura 6. Reducción de nitroazul de tetrazolio (NBT) en macrófagos peritoneales de muestras estimuladas, E, y
no estimuladas, NE. Cada valor representa la media ±D.E. de 6 experimentos realizados por duplicado. Nivel de
significación : a: p<0,05; b:p<0,01 respecto a C ; d:p<0,01 respecto a EN.
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3.4.3. Reducción del NBT
En la fig. 6 se indican las absorbancias, leidas a 525 nm, de la reducción del NBT en los 5
grupos experimentales. Se presentan los valores obtenidos tanto en las muestras estimu-
ladas con látex (E), como en las no estimuladas (NE). Los ejercicios puntuales AM y AE, así
como el CT, producen un aumento estadísticamente significativo en la reducción del NBT,
esto ocurre en muestras estimuladas y no estimuladas. El grupo sometido a entrenamien-
to muestra unos valores de reducción del NBT similares a los del grupo C.

3.5. Función linfoide

A continuación se exponen los resultados obtenidos en relación a la función linfoide. Se
han utilizado linfocitos de bazo, gangio, timo y peritoneo para valorar la quimiotaxis, capa-
cidad que comparten con macrófagos, y los procedentes de los órganos inmunocompetentes
para la proliferación (espontánea o en respuesta al mitógeno Con A).

3.5.1. Quimiotaxis.
Los resultados obtenidos en relación a la variación del índice quimiotáctico (I.Q.) de linfo-
citos de la suspensión peritoneal con el ejercicio se muestran en la fig. 7. Podemos obser-
var como los grupos CT y EN presentan una estimulación significativa en el I.Q., con valo-
res superiores en CT. Con ejercicios agudos obtenemos una disminución en dicha capacidad.

CT AM EN

Figura 7. índices de quimiotaxis (IQ) de linfocitos perifonéales. Cada valor representa la media ±D.E. de 6
experimentos realizados por duplicado. Nivel de significación: a: p<0,05; b:p<O,O1 respecto a C; d:p<0,01 respecto
a EN.

En la fig. 8 se presentan las variaciones en la capacidad de quimiotaxis de linfocitos de
bazo, ganglios y timo, y como puede observarse, en el bazo, se produce una disminu-
ción con todos los ejercicios puntuales, que progresa con la intensidad del ejercicio y en
el grupo CT, mientras que el grupo de entrenamiento (EN) muestra valores similares al
control. En los resultados obtenidos en ganglio, todos los grupos mostraron una dismi-
nución significativa respecto a controles mucho más marcada en los grupos CT, AM y
AE que en el entrenado (EN). En cuanto a los linfocitos de timo, se repite, el patrón ya
comentado en bazo.
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ñññ
Figura 8. índices de quimiotaxis (IQ) de linfocitos de bazo, ganglios y timo. Cada valor representa la media ±D.E.
de 6 experimentos realizados por duplicado. Nivel de significación: b:p<O,O1 respecto a C; c:p<0,05; d:p<0,01
respecto a EN.

3.5.2. Capacidad de proliferación de linfocitos de órganos inmunocompe-
tentes
A continuación, se exponen los resultados correspondientes a la capacidad linfoprolife-
rativa (espontánea y en respuesta al mitógeno Con A) de los órganos inmunocompetentes.
Los datos son expresados en densidad óptica (D.O.), como se indicó en el apartado corres-
pondiente de Métodos.

3.5.2.a. Proliferación Espontánea.
Los resultados de proliferación espontánea se presentan en la fig.9. En bazo, se obser-
va una disminución significativa (p<0,01) en ratones que realizaron ejercicio exhausti-
vo, respecto a todos los demás grupos. Los resultados en ganglio muestran una inhibición
con los ejercicios agudos (AM y AE) respecto al resto de grupos (C, CT y EN). En timo,
se aprecia una disminución en dicha capacidad con los ejercicios puntuales, mayores
cuanto mayor es la intensidad del ejercicio (así, se obtienen los valores más bajos en el
grupo AE) y en el grupo CT.

«i
TIHO

11
Figura 9. Linfoproliferación espontánea de bazo, ganglio y timo expresada en valores de densidad óptica (DO).
Cada valor representa la media ±D.E. de 6 experimentos realizados por duplicado. Nivel de significación: a:p<0,05;
b:p<0,01 respecto a C;d:p<0,01 respecto a EN.

3.5.2.b. Linfoproliferación en respuesta a mitógeno (Con A).
Los resultados de proliferación en respuesta a mitógeno (Con A 3ug/ml), se muestran
en la fig.10. En el bazo y en el ganglio, esta capacidad resulta inhibida en todos los gru-
pos, incluso en el de entrenamiento. En el timo se observó una inhibición con los ejer-
cicios agudos y en el grupo entrenado, mientras que el grupo CT no mostró modificaciones
significativas respecto al C.
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Figura 10. Porcentaje de linfoproliferación en bazo, ganglios y timo en respuesta al mitógeno Con A. (3ug/ml). El
porcentaje se calculó dando el valor 100% a la DO obtenida en los linfocitos incubados en ausencia de mitógeno.
Cada valor representa la media ±D.E. de 6 experimentos realizados por duplicado. Nivel de significación: b:p<0,01
respecto a C; d:p<0,01 respecto a EN.

4. DISCUSIÓN

Los datos que se recogen en la literatura sobre el efecto del ejercicio y del estrés aso-
ciado al mismo en el sistema inmune, son escasos y contradictorios, y se centran fun-
damentalmente en variaciones cuantitativas de las células inmunes, habiendo sido muy
poco estudiados los correspondientes a su funcionalidad.
En el presente trabajo, fueron elegidas, como células inmunes sobre las que realizar el
estudio, los linfocitos, células principales del sistema inmune (60) y los fagocitos, célu-
las accesorias imprescindibles en la respuesta inmunológica inespecífica pero también
en la específica que realizan los linfocitos (61).

El ejercicio físico constituye un modelo de estrés, clásicamente establecido (62),
capaz de promover toda una serie de modificaciones en los diferentes sistemas de
regulación, en los que hay que incluir no solamente el sistema nervioso y el endo-
crino, sino también al sistema inmune, y en las relaciones que tienen lugar entre
dichos sistemas para mantener conjuntamente la homeostasis del organismo
(40,41). En el presente trabajo se ha intentado diferenciar el efecto que el ejerci-
cio persey el estrés asociado al mismo tienen en la función inmune. Para ello se
eligió la carrera en tapiz rodante, presuponiéndola como un tipo de actividad
física estresante. Las pautas de ejercicio elegidas fueron una serie de actividades
físicas puntuales de distintas intensidades: agudo moderado (AM), agudo exhaus-
tivo (AE) y control tapiz (CT), así como un programa de entrenamiento corto (EN),
valorando en todos ellos las variaciones séricas de corticosterona como medida
del estrés asociado a cada una de tales actividades.

4.1. Efecto de la actividad física en los niveles de corticosterona

Diversos factores, incluido el ejercicio físico, conducen a una serie de respuestas en el
eje Hipotálamo-Hipófisis-Adrenal (H-H-A), induciendo una cascada de efectos hormo-
nales coordinados, que influyen en el comportamiento de las células inmunes (63,39).
Es conocido que tras ejercicio físico estresante se produce estimulación del eje H-H-A,
con la consiguiente secrección de ACTH, y la posterior liberación de glucocorticoides (64).

En general, es comúnmente asumido que la elevación en esteroides adrenocorticales,
es la mayor manifestación del efecto del estrés, y es responsable de la supresión obser-
vada en la reactividad inmunológica asociada al estrés (64).
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Teniendo en cuenta estos antecedentes, y que la carrera en tapiz rodante puede ser un
modelo de estrés (48), se midieron los niveles de corticosterona en los diferentes gru-
pos experimentales para valorar ei estrés asociado a las actividades físicas a las que
fueron sometidos los animales. En este sentido, los resultados indican que las modali-
dades de ejercicio agudo producen un aumento significativo en los niveles de corticos-
terona, mayor cuando el ejercicio es exhaustivo que cuando es moderado, esto es,
dicha concentración aumenta con la intensidad del ejercicio. Algunos autores (65) han
descrito este incremento hormonal como característico de este tipo de actividad. En el
grupo CT se encuentran aumentos significativos en la concentración de corticosterona,
con valores muy similares a los obtenidos en los ejercicios agudos AM y AE. Como se
comentó anteriormente, éste grupo se utilizó como medida del estrés que procuce en los
animales la exposición a un ambiente extraño: el tapiz rodante, puesto que, las condi-
ciones en este grupo (sin inclinación, y 8 cm/sg. de velocidad) no pueden ser conside-
radas ejercicio.

En base a estos resultados se puede considerar, que los efectos encontrados en estas
actividades agudas puntuales (AM y AE) sobre el Sistema Inmune, no son debidas al ejer-
cicio como tal, sino al estrés asociado al mismo. Esto concide con diversos autores (66,67)
que han indicado como el efecto del ejercicio en el sistema inmune, es debido al estrés
asociado al mismo y que las diferencias que se encuentren, dependen del grado de estrés.

Por otro lado, el grupo sometido a un periodo de entrenamento de una semana, previo
a la realización de la actividad física, presenta unos niveles de corticosterona similares
al grupo control. Estos resultados parecen indicar una adaptación a la situación de
estrés. Los resultados del presente trabajo coinciden con los encontrados por varios auto-
res en distintas especies. Así Becker y cois (68), observaron que los niveles de cortisol
volvían a los valores básales tras someter a cerdos a repetidas situaciones de estrés.
Porta y cois (69) encontraron similares resultados en humanos tras varios ejercicios en
bicicleta ergométrica. Según éstos autores, los resultados no indican ausencia de estrés,
sino adaptación al mismo. La respuesta al estrés depende mucho de la previa experiencia
del individuo, una experiencia de estrés a priori, puede modular las siguientes situacio-
nes de estrés, incluso las alteraciones hormonales (69). Por tanto, parece que en el grupo
de entrenamiento tiene lugar una adaptación del eje Hipotálamo-Hipófisis-Adrenal, al repe-
tir la situación de estrés. Según Rushen y cois. (70), los opioides endógenos pueden inhi-
bir la actividad H-H-A, jugando una papel en esta adaptación. Como consecuencia, en
este grupo sometido a entrenamiento, los efectos que se observan en la función inmu-
ne, pueden atribuirse al ejercicio, ya que se ha producido una adaptación al estrés.

4.2. Efecto de la actividad física, como modelo de estrés, en el peso y numero de
células de los órganos inmunocompetentes

En relación al peso corporal, no aparecen diferencias entre los diferentes grupos expe-
rimentales. Respecto a la concentración de macrófagos peritoneales, ésta se encuen-
tra disminuida en todos los grupos en relación a controles. Tales resultados coinciden
con los encontrados anteriormente por nuestro grupo de investigación. Así se ha obser-
vado una disminución en la concentración de macrófagos peritoneales tras realización
de ejercicio agudo en ratones Swiss (59) y en cobayas (22). Dicha disminución puede
ser consecuencia de una aumento en la capacidad de adherencia, que a su vez puede
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verse inducida por el aumento en los niveles de corticosterona que se produce como con-
secuencia del estrés que induce la actividad física (22). Por su parte según Carvajal y
cois., (44), la elevada adherencia de macrófagos es debida a un incremento en los nive-
les de adrenalina, liberada con el ejercicio físico. Como se comentó anteriormente, con
el estrés se produce la activación del S N simpático, seguido por una liberación de las
catecolaminas (44). Dicha capacidad de adherencia parece estar mediada por una qui-
nasa dependiente de AMPc, que es activada por la adrenalina (71).

En relación al número de linfocitos peritoneales, hemos encontrado un aumento signifi-
cativo, tras el estrés por actividad física aguda (grupos AM y AE). Como se comentó en
la Introducción, la mayoría de los autores coinciden en encontrar un aumento en el
número de linfocitos circulantes inducido por la actividad física (23,72,10), esta linfoci-
tosis se atribuye a una redistribución de los linfocitos desde regiones de bajo flujo san-
guíneo (7) y parece ser mediada por la acción de la adrenalina liberada por la actividad
física (72). No obstante tal hecho, depende del tipo de actividad física; así el aumento
es más evidente cuando la misma es de corta duración pero intensa. Esta linfocitosis podría
explicar el que se produzca una mayor salida desde el compartimento intravascular al
peritoneai (73). Resultados similares a estos, han sido encontrados anteriormente en nues-
tro equipo de investigación en cobayas machos jóvenes, tras una situación de estrés pro-
ducida por otro tipo de actividad fisica: la natación (22).

Respecto al número de células de los órganos inmunocompetentes (bazo, ganglios y timo),
éstos resultados se discuten conjuntamente con el peso de dichos órganos, ya que es
conocido, que el peso de los mismos está relaccionado con el número de células que
contienen (74).

En el bazo se observa un aumento en el número de linfocitos en todos los grupos expe-
rimentales con excepción del de entrenamiento, aumento que no se traduce en un mayor
peso de este órgano. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Gisler y cois (74),
los cuales observaron bien ausencia de variación en el peso relativo del bazo, o bien un
aumento del mismo, en ratones sometidos a estrés, a los que extrajeron el órgano inme-
diatamente después de finalizar dicha situación. El número de linfocitos de ganglios mues-
tra un aumento en el grupo CT, sin embargo el peso de dicho órgano no muestra
variaciones significativas en este grupo respecto a controles.

Por tanto, según nuestros resultados, el bazo y los ganglios parecen tener un cierto papel
en la redistribución de linfocitos circulantes que ocurre con ejercicio físico y situaciones
estresantes (73). En dicha redistribución juegan un papel muy importante los glucocor-
ticoides liberados con el estrés, ya que regulan los ritmos circadianos normales de recir-
culación linfoide (75). El aumento en el número de linfocitos encontrado en el presente
trabajo coincide con los resultados de algunos autores, que encuentran que la linfocito-
penia en sangre inducida por glucocorticoides, es debida a una redistribución de los lin-
focitos circulantes a tejidos linfoides como bazo ó ganglio (76). Teniendo en cuenta que
nuestros grupos experimentales han sido sometidos a estrés agudo, o a estrés repeti-
do durante un corto periodo, parece lógico, que las variaciones en el número de linfoci-
tos no se correspondan con variaciones en el peso del órgano, ya que la exposición al
estrés es demasiado corta, para apreciar cambios a ese nivel. En cuanto a los resulta-
dos referentes al número de linfocitos de timo, éstos muestran una disminución esta-
dísticamente significativa en los grupos CT, AE y EN. Respecto al peso tímico, se
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observan disminuciones significativas en los grupos CTyAM, loque se corresponde con
una disminución en el número de células para el grupo CT, pero no así con el AM. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Gisler y cois., (74) que observaron como, o
bien no se producían modificaciones en el peso relativo de este órgano, o bien, se apre-
ciaba una tendencia a disminuir cuando es extraído inmediatamente después del estrés.
En nuestro equipo de investigación también hemos obtenido anteriormente similares resul-
tados (73). Numerosos autores apuntan la idea de que los glucocorticoides, como con-
secuencia de la redistribución de linfocitos, producen atrofia en timo (77,46). Los
glucocorticoides afectan a la timopoyesis (78), inducen linfopenia como resultado de una
redistribución de linfocitos T y linfolisis (79), activando el mecanismo de apoptosis por
el cual los glucocorticoides producen involución del timo (52).

Como resumen de este apartado, se puede concluir que la actividad física estresante,
en general, produce una disminución en el número de macrófagos peritoneales y un aumen-
to en el número de linfocitos de la misma localización. Respecto a los órganos inmuno-
competentes parece que todos están implicados en la redistribución linfoide tras la
realización de actividad física estresante. En general, se observa un aumento en el
número de linfocitos en bazo y ganglios, y una disminución en peso y concentración celu-
lar en timo.

4.3. Efecto de la actividad física como modelo de estrés, en el proceso fagocítico
de la macrófagos peritoneales

Los fagocitos estudiados fueron los macrófagos, los más activos en tejidos, y de ellos
se eligieron los peritoneales, población representativa de las otras poblaciones macro-
fágicas (80) y de fácil accesibilidad. Se estudiaron en estas células las distintas etapas
que conforman el proceso fagocítico: movilidad dirigida o quimiotaxis, ingestión de par-
tículas extrañas y destrucción del material ingerido.

En relación a la capacidad de movimiento del macrófago hacia el foco inflamatorio en
respuesta a una gradiente quimiotáctico (quimiotaxis), propiedad que acontece en pri-
mer lugar en el proceso fagocítico (81), dicha capacidad fue inhibida con la actividad físi-
ca estresante, disminuyendo con el ejercicio de forma proporcional a la intensidad del
mismo. Experimentos anteriores, realizados por nuestro grupo sobre esta propiedad de
macrófagos peritoneales muestran como, generalmente, no se aprecian modificaciones
tras la realización de ejercicio físico estresante (73,12). Sin embargo, en todos estos estu-
dios el modelo de estrés empleado es la natación, modelo que origina un nivel menor
de estrés que el empleado en el presente trabajo. En individuos con alto grado de estrés
como los deportistas de élite, también aparece una menor capacidad de quimiotaxis res-
pecto a individuos sedentarios (82).

Por otro lado, numerosos autores han encontrado que la quimiotaxis de monocitos se
encuentra inhibida in vitro por los glucocorticoides a concentraciones farmacológicas (83,84).
Incluso se ha encontrado que el CRF inhibe in vitro la quimiotaxis de monocitos (85). La
significativa disminución en esta capacidad de quimiotaxis con el ejercicio agudo se corres-
ponden con niveles elevados de corticosterona, por tanto parece que se produce una inmu-
nosupresión asociada a la liberación de corticosteroides tras la realización de la actividad
física estresante aquí utilizada (carrera en tapiz rodante).
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La capacidad de ingestión de partículas inertes se encuentra significativamente inhibi-
da con los ejercicios agudos AM y AE, recuperándose los valores controles en el grupo
sometido a entrenamiento. Estos resultados coinciden con los de otros autores, así
Novikov y Arzumanov (21) observaron que la actividad fagocítica va disminuyendo pro-
gresivamente dependiendo del aumento de la intensidad del ejercicio. Otros autores sin
embargo, encuentran estimulada la capacidad de fagocitosis tras la realización de acti-
vidad física aguda, tanto en neutrofilos humanos (85,15), como en macrófagos perifo-
néales murinos (19,72). No obstante, estos últimos estudios utilizan un modelo de
ejercicio físico distinto al nuestro: la natación.

En la menor capacidad fagocítica observada, podrían estar implicados los glucocorticoides.
Numerosas evidencias apoyan este hecho: glucocorticoides ¡n vitro retrasan los meca-
nismos de fagocitosis de neutrofilos (77) e inhiben esta capacidad en monocitos (83,84).
Según Berczi (77), esta inhibición de la función de fagocitos mono- y polimorfonuclea-
res, contribuye a los efectos inmunosurpresores y antiinflamatorios de los glucocorticoides.
Esto, se correspondería con nuestros resultados, ya que en todos los grupos donde se
observa inhibición en fagocitosis, se encuentran niveles elevados de corticosterona
plasmática.

En adición a ésto, existen evidencias de que diversas hormonas liberadas con el estrés
pueden influir en la inhibición de la capacidad que se está considerando. Así, las cate-
colaminas tienen un efecto supresor (77). El isoproterenol (agonista p-adrenérgico)
aumenta el AMPc en macrófagos y suprime su capacidad de fagocitar agregados de y-
globulinas (87). El tratamiento con ACTH produce una función fagocitica debilitada en
neutrofilos humanos (88) y la administración de opioides conlleva una disminución en la
fagocitosis de neutrofilos (89).

A la vista de estos datos, parece que en la inmunosupresión de la capacidad fagocítica
de macrófagos tras ejercicios agudos podrían estar implicados además de los gluco-
corticoides, numerosas hormonas y factores liberados con la situación de estrés.

Cuando los animales son sometidos a un periodo de entrenamiento, se recuperan los
valores controles, hecho que ha sido confirmado por numerosos autores (90,22,91). Estos
resultados contribuyen a la idea de la adaptación a la situación de estrés que acontece
en los animales sometidos a entrenamiento, y por tanto, los efectos observados en la
función inmune, se deben al ejercicio en sí.

La reducción del NBT es llevada a cabo mediante el anión superóxido generado en el
estallido respiratorio con el que reacciona equimolecularmente (92), y es indicativo tanto
del metabolismo basal, que produce NADPH a través de la vía de las pentosas-fostato,
sustrato de la enzima NADPH oxidasa (93,94), como de la capacidad de digestión de los
macrófagos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran una estimulación en la reducción
del NBT con los ejercicios agudos, tanto en las muestras estimuladas como en las no esti-
muladas. Los grupos entrenados muestran valores próximos al control sin modificaciones
significativas. Estos resultados coinciden con los de numerosos autores. Así, Fehry cois.
(19,86) encontraron un aumento de actividad de enzimas digestivas en macrófagos muri-
nos y humanos tras actividad estresante, y Coe y cois. (95) detectaron un aumento en la

Consejo Superior de Deportes. Serie ICd n" 18, 1998



Cambios en la respuesta inmune por el estrés

capacidad oxidativa de macrofagos, en monos, tras situaciones de estrés. También en nues-
tro equipo de investigación se ha obtenido un aumento en la reducción de NBT tras ejerci-
cio agudo en ratones (59), cobayas (22) y humanos (15). Según Smith y cois. (4) tras una
hora de ejercicio físico, aumenta la producción en neutrófilos de especies reactivas de oxí-
geno y ésta producción es menor en individuos entrenados, respecto a los no entrenados.
En los resultados del presente trabajo se obtiene también un aumento tanto en el metabo-
lismo basal (muestras no estimuladas) como en la capacidad de digestión (muestras esti-
muladas) de macrofagos peritoneales con actividad estresante, esto es, con altos niveles
de corticosterona. Se puede deducir por tanto,que la corticosterona no ejerce un efecto inmu-
nosupresor a este nivel de la respuesta inmune, sino por el contrario es estimuladora de radi-
cales libres. Además, este aumento en la capacidad oxidativa en macrofagos, puede estar
influido, por otros factores liberados con las situaciones de estrés, como la (3-endorfina; según
Sharp y cois., (96) la (5-endorfina y la dinorfina estimulan la producción del radical Ü2' en
leucocitos polimorfonucleares.

Por tanto, los resultados obtenidos en relación al proceso fagocítico de macrofagos
peritoneales, sugieren que el ejercicio agudo estresante inhibe la capacidad de movili-
dad y fagocitosis; sin embargo, se produce una activación metabólica de los macrofa-
gos, con mayor producción de radicales libres. El aumento de radicales libres, necesario
para la función digestiva (97), puede ser nocivo para la célula (98). La existencia de nive-
les adecuados de antioxidantes evitaría tales daños, y aunque en este trabajo no se han
valorado los antioxidantes celulares, trabajos anteriores de nuestro grupo de investiga-
ción muestran como con el ejercicio, se produce un aumento en los niveles de acido ascór-
bico en macrofagos peritoneales (72).

Es posible, que los factores liberados con el estrés, como la corticoesterona, estén
afectando al citoesqueleto, que se sabe interviene en la movilidad e ingestión de los fago-
citos (94,17), produciendo una disminución en las capacidades que dependen de él y sin
embargo, el metabolismo del macrófago presenta una activación.

4.4. Efecto de la actividad física como modelo de estrés, en la función linfoide

Los linfocitos fueron obtenidos de diferentes localizaciones como el peritoneo, ubicación
compartida en igualdad numérica con macrofagos, y tres órganos linfoides: el timo,
como órgano central; el bazo, como órgano hematopoyético en el ratón y los ganglios
axilares, como representativos de los órganos linfoides periféricos. Se estudió su fun-
ción más representativa: la capacidad de respuesta proliferativa, tanto espontánea,
como estimulada con mitógenos; así como la quimiotaxis, propiedad fundamental para
la recirculación de estas células por el organismo (75).

Los resultados del presente trabajo muestran una inhibición de la capacidad de quimio-
taxis con los ejercicios agudos, hecho que aparece en todos los órganos. Sin embargo,
el grupo sometido a EN presenta una tendencia a recuperar los valores controles.

Los datos que aporta la literatura sobre este aspecto, son prácticamente inexistentes,
ya que los numerosos estudios sobre función linfoide se centran en la capacidad de pro-
liferación en respuesta a mitógenos, mientras que los estudios referentes a quimiotaxis
se han realizado en células fagocíticas. A la luz de nuestros resultados parece que se
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produce una inmunosupresión de la quimiotaxis en linfocitos de bazo, ganglios, timo y
peritoneo tras ejercicio agudo estresante. De nuevo esta disminución de función se
corresponde con altos niveles de corticosterona, por lo tanto, la podemos atribuir a los
efectos inmunosupresores de los glucocorticoides liberados tras situaciones estresan-
tes. Como se comentó anteriormente, es conocido que los glucocorticoides in vitro inhi-
ben la quimiotaxis de otras estirpes celulares: monocitos, macrófagos (83,84), por tanto,
la disminución de esta capacidad encontrada en linfocitos, puede ser atribuida a estas
hormonas corticoadrenales. En los grupos entrenados, se encuentra de nuevo una adap-
tación al estrés repetido, al igual que ocurría en las demás funciones inmunes discuti-
das anteriormente.

En relación a la capacidad de proliferación de linfocitos de los órganos inmunocompe-
tentes, se observa que tras los ejercicios agudos se produce una disminución significa-
tiva en la capacidad de proliferación espontánea, mientras que el entrenamiento no
produce modificaciones significativas en dicha capacidad. Respecto a la proliferación esti-
mulada con Con A se produce una inhibición en dicha capacidad en bazo, ganglios y timo
con todos los ejercicios agudos e incluso en el grupo sometido a entrenamiento.

Esta inhibición en la capacidad de proliferación con los ejercicios agudos coincide con
numerosos resultados que aparecen en la bibliografía. Así se ha encontrado una dismi-
nución en la respuesta a mitógenos en linfocitos de individuos no entrenados tras ejer-
cicio submáximo (98). Estos autores encuentran que con sólo 15 min de bicicleta
disminuye la reactividad de linfocitos periféricos a Con A. Igualmente, en ratones se ha
observado que el ejercicio exhaustivo produce una marcada disminución de la res-
puesta proliferativa a PHA (29), incluso en ratas tras una sola sesión de natación (47).

En general, la respuesta in vitro de linfocitos a mitógenos disminuye tras exposición aguda
a variedad de agentes estresantes como ruido, aislamiento, ejercicio físico (99,100,101).
El shock eléctrico, que ha sido el agente estresante más estudiado, produce una dismi-
nución en la proliferación de linfocitos en respuesta a PHA (102). Lysley cois. (103) tam-
bién encontraron que una sola sesión de una hora de" shock" era suficiente para disminuir
la respuesta proliferativa a Con A, en linfocitos de bazo y sangre periférica.

Por otro lado, muchas investigaciones muestran que el estrés induce disminución en la
producción de IL-2, interleuquina necesaria para la respuesta proliferativa de células T
(104,105,106). También el shock eléctrico disminuye la expresión de receptores para IL-
2 en linfocitos T, lo cual contribuye a la menor respuesta proliferativa antes comentada.

De nuevo, en estos resultados se aprecia una relación entre los niveles elevados de cor-
ticosterona y la inhibición en la función de linfocitos. Besedovsky y cois. (106) apuntan
la posibilidad de que los niveles elevados de glucocorticoides pueden actuar controlan-
do la expansión excesiva de células inmunes y de esta forma, consiguen regular la apa-
cición de enfermedades autoinmunes y linfoproliferativas.

Por otro lado, numerosos experimentos sugieren que los estímulos estresantes inducen
estas alteraciones de la función inmune a través de la activación de receptores p-adre-
nérgicos por las catecolaminas (103). Así se ha encontrado que la respuesta de linfoci-
tos B a mitógenos se inhibe por catecolaminas (NA), y el shock eléctrico induce
inmunosupresión de linfocitos mediado por la liberación de estas hormonas (108).

90 Consejo Superior de Deportes. Serie ICd n° 18, 1998



Cambios en la respuesta inmune por el estrés

En los grupos sometidos a entrenamiento se aprecian unos valores de proliferación
espontánea similares a controles, pero la respuesta proliferativa a mitógenos disminu-
ye en todos los órganos estudiados. En la literatura aparecen resultados similares, esto
es, una inhibición de la linfoproliferación en respuesta a mitógenos tras entrenamiento
(109). En nuestro grupo de investigación también se ha encontrado disminución en la
función linfoproliferativa tras diversos programas de entrenamiento en tapiz rodante; si
bien el ejercicio continuo produce un proceso de adaptación que se refleja en una mode-
rada e intensa estimulación de la capacidad linfoproliferativa (29,47,26). Sin embargo,
estos resultados de adaptación se producen tras sesiones de entrenamiento largas (6
semanas- 3 meses), con lo cual parece que el programa de entrenamiento empleado en
el presente trabajo sería bastante corto (una semana) para detectarse esta adaptación
al estrés de la linfoproliferación.

De los resultados obtenidos se deduce que el tipo celular realmente afectado por el ejer-
cicio es el linfocito, el cual resultaría más susceptible al estrés producido por la activi-
dad física, lo que se manifiesta en su actividad más típica, la respuesta proliferativa a
antígenos o mitógenos.

Estos resultados de linfoproliferación se relacionan con los niveles de corticosterona: así
los altos niveles de esta hormona encontrados en los ejercicios agudos se correspon-
den con una baja respuesta linfoproliferativa. Sin embargo, los grupos EN que presen-
taban niveles normales de corticosterona, muestran una proliferación espontánea normal,
aunque la proliferación en respuesta a mitógenos está disminuida. Esto podría ser debi-
do a que se trata de un programa corto de entrenamiento, en el cual, los linfocitos (tipo
celular más sensible al estrés y al ejercicio físico) no se han adaptado a esta situación
estresante que crea la actividad física.

4.5. Discusión general

La interacción entre los sistemas inmune, nervioso y endocrino, esta generalmente aso-
ciada a los efectos marcados del estrés en la inmunidad. El eje H-H-A es la llave en
las respuestas al estrés y sirve de prototipo para la coordinación de la información neu-
ral en respuetas fisiológicas (40). Los efectos inmunosupresores de glucocorticoides
son el mayor mediador en la relación SI - SNC (52). Los corticosteroides inhiben la
cascada inmune a múltiples niveles, desde la presentación antigénica, hasta la fun-
ción de células efectoras, y esencialmente induce un estado de inmunotolerancia
temporal (52).

En adición a esto, muchos parámetros de la inmunidad pueden estar influenciados por
otros mediadores neuroendocrinos del estrés, como: catecolaminas (110,111), opioides
endógenos (96) y hormonas sexuales (estrógenos, andrógenos) del eje Hipotálamo-Hipó-
fisis-Gonadal (112,113). Todos estos moduladores de la función inmune actúan vía
receptores específicos que están presentes en linfocitos (114) y en macrófagos (115).

Como resumen de nuestros resultados, podemos comentar que la carrera en tapiz
rodante aguda, en diversas condiciones de velocidad e intensidad, produce un estrés en
los ratones que se traduce en unos niveles elevados de corticosterona y una inhibición
en la mayoría de las etapas del proceso fagocítico, así como una marcada disminución
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de la capacidad linfoproliferativa. El ejercicio repetido durante una semana, provoca una
adaptación a la situación de estrés que se refleja en unos niveles normales de corticosterona,
de las distintas etapas del proceso fagocítico y de la recirculación linfoide, aunque la lin-
foproliferación en respuesta a mitógenos se mantiene inhibida, por ser ésta la función y
la estirpe celular más susceptible al estrés producido por la actividad física.
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Resumen: El propósito de este estudio fue evaluar el efecto de la actividad física inten-
sa (natación hasta el agotamiento) en ausencia o presencia de entrenamiento previo, sobre
la fagocitosis y destrucción de partículas inertes por macrófagos, así como estudiar el
papel de la corticosterona, la prolactina y las hormonas tiroideas como posibles media-
dores hormonales. Los resultados indicaron que el ejercicio intenso provoca una esti-
mulación tanto de la fagocitosis como de la destrucción de las partículas inertes cuando
se realiza en ausencia de entrenamiento previo. Sin embargo, la natación hasta el ago-
tamiento realizada tras un mes de entrenamiento (25 min/día) indujo un aumento en la
fagocitosis pero no en la capacidad de destrucción de las partículas inertes. La corticosterona,
la prolactina y las hormonas tiroideas pueden ser considerados como mediadores hor-
monales de la estimulación, puesto que estas hormonas incrementaron su concentra-
ción en el plasma y la incubación in vitro de los macrófagos con la concentración
fisiológica de cada hormona detectada en e¡ plasma tras el ejercicio también indujo una
estimulación de la capacidad fagocítica de estas células.

i oo Consejo Superior de Deportes. Serie ICd n° 18, 1998



Estudios de mediadores hormonales...

Palabras clave: ejercicio intenso, macrófagos, fagocitosis, corticosterona, prolactina, hor-
monas tiroideas.

Abstract: The aim of this study was to evalúate the effect of high-intensity physical acti-
vity (swimming until exhaustion) with or without previous training on the phagocytosis and
destruction of inert particle capacities of macrophages, and the role of corticosterone, pro-
lactin and thyroid hormones as possible hormonal mediators. The results indicated that high-
intensity exercise provokes a stimulation of both phagocytosis and destruction of inert partióles
when performed in absence of previous training. However, swimming until exhaustion after
a one month training program (25 min/day) induced an increase in phagocytosis but not in
the destruction of látex beads. Corticosterone, prolactin and thyroid hormones can be con-
sidered as hormonal mediators of the exercise-induced stimulation of phagocytosis, since
these hormones increased plasma concentration, and the in vitro incubation of macrophages
with the same higher physiological plasma concentrations of each hormone, as after exer-
cise, also induced phagocytic stimulation of these cells.

Key words: High-intensity exercise, macrophages, phagocytosis, corticosterone, prolactin,
thyroid hormones.
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1. INTRODUCCIÓN

1.1 Introducción al estudio del sistema inmune

El sistema inmune se desarrolló, probablemente, como un recurso de autorreconoci-
miento y mantenimiento de la homeostasis. Como tal, es un sistema extremadamen-
te complejo, capaz de reconocer y defender al organismo de, teóricamente, infinitos
retos del entorno. Es una red que se extiende por todo el cuerpo, compuesta por médu-
la ósea, tejidos linfoides, leucocitos circulantes y mediadores solubles (entre los que
se incluyen anticuerpos, complemento, numerosas citoquinas e interferón), que fun-
cionan coordinadamente para reconocer, englobar y destruir moléculas nuevas o
extrañas, denominadas antigenos. Sin embargo, clásicamente la respuesta inmune
se ha dividido en dos ramas funcionales: respuesta inmune inespecífica y específica,
términos que se han seguido manteniendo de forma convencional, quizás para una
mejor comprensión de la función de cada uno de los tipos celulares que intervienen
en dicha respuesta. Así, la respuesta inmune inespecífica es aquella que junto a las
barreras anatómicas y fisiológicas (piel, mucosa, etc) representa la primera línea de
defensa del organismo. Esta respuesta se desarrolla y actúa de forma indiscrimina-
da frente a cualquier sustancia extraña, y se lleva a cabo por polimorfonucleares
neutrófilos, macrófagos y células NK( Natural Killer, naturales asesinas), actuando los
primeros mediante la fagocitosis y el último tipo celular a través de la actividad cito-
tóxica NK. Por otro lado, se denomina respuesta inmune específica a aquélla que se
desarrolla y actúa únicamente frente al antígeno que indujo su activación y en ella par-
ticipan los linfocitos y sustancias liberadas por los mismos. Ambas respuestas actú-
an conjuntamente, ya que incluso los macrófagos intervienen tanto en la respuesta
inmune inespecífica como específica, procesando el antígeno y presentándoselo a los
linfocitos.

En una visión general de la respuesta inmune, ésta comienza cuando un agente inva-
sor extraño se encuentra con fagocitos (fundamentalmente macrófagos), los cuales
engloban al microbio, lo matan y degradan sus proteínas. Dichas proteínas son proce-
sadas por el macrófago, apareciendo los determinantes antigénicos en su superficie celu-
lar en combinación con las proteínas de superficie propias de los fagocitos (proteínas
del complejo mayor de histocompatibilidad de la clase II). Los linfocitos T colaborado-
res (Th) reconocen y son activados por las proteínas extrañas (determinantes antigéni-
cos) de la superficie de los macrófagos tras su interacción. Esos Th activados a través
de interleucinas estimulan entonces otras células inmunes para que proliferen y combatan
los microorganismos. A su vez, otro tipo de células inmunes, los linfocitos B, producen
anticuerpos contra las proteínas extrañas. Dichos anticuerpos neutralizan algunos micro-
bios y/o estimulan la destrucción de estos por otras células inmunes. Durante el encuen-
tro inicial con un microbio, se generan linfocitos "memoria" para responder rápidamente
a la subsiguiente infección por el mismo microorganismo.

Los linfocitos T se distinguen por un receptor característico de su superficie celular
(TCR, CD3), con especificidad para el reconocimiento de cada posible antígeno. Exis-
ten diferentes tipos de subpoblaciones de linfocitos T, las células T helper o colabora-
doras (Th), las células citotóxicas (Te) y las células supresoras (Ts). Estas células se
diferencian por su función y sus proteínas de superficie, destacando el marcador CD4
en los linfocitos Th y el CD8 en los Te y Ts.
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Las células Th (CD4) regulan muchas de las facetas de la respuesta inmune, especial-
mente de células B y T. Su función concreta es reconocer, en asociación con las molé-
culas de la clase II del CMH (complejo mayor de histocompatibilidad) el antígeno y lo
presentan al macrófago, el cual procede a la secreción de interleucina 1 (IL-1) respon-
sable de la aparición de receptores para la interleucina 2 (IL-2) en las células Th (posi-
blemente una subpoblacion distinta de la que indujo la producción de IL-1) y estimula a
estos linfocitos a liberar IL-2, que a su vez inducen la proliferación de las células acti-
vadas por el antígeno, así como la activación de toda la gama de células efectoras inmu-
nocompetentes.

Las células Tc/Ts (CD8) pueden, a su vez, ser subdivididas por sus funciones y por
sus proteínas de superficie, que parecen actuar facilitando que estas células T reco-
nozcan al antígeno en asociación con los productos de clase I del CMH, presentes en
la práctica totalidad de las células nucleadas. Los linfocitos Te se diferencian y proli-
feran efectuando su acción citotóxica sobre la célula diana que indujo su activación.
Por su parte, los denominados linfocitos Ts ejercen un papel supresor de regulación
de la respuesta inmune que se ha desencadenado en respuesta a los diferentes antí-
genos.

Los linfocitos B se definen clásicamente por la presencia de inmunoglobulinas endóge-
nas (anticuerpos). Estas moléculas se hallan en la membrana superficial, en la que
actúan como receptores específicos para el antígeno. Una vez reconocido el antígeno
específico, los linfocitos B proliferan y se diferencian en células plasmáticas que libera-
rán los anticuerpos específicos frente al antígeno que indujo su activación. La iniciación
de la proliferación de estos linfocitos implica no solo el reconocimiento del antígeno y
de los determinantes del CMH, sino también señales transmitidas entre las células pre-
sentadoras del antígeno y los linfocitos, por medio de las interleucinas. No obstante, estas
células B pueden realizar también la presentación antigénica, tras efectuar el procesa-
miento antigénico, a los linfocitos Th.

Las células precursoras mieloides en la médula ósea se diferencian en fagocitos,
capaces de incluir, interiorizar y destruir agentes infecciosos. Los fagocitos se dividen
en dos clases básicas: granulocitos polimorfonucleares neutrófilos y monocitos. Los
granulocitos polimorfonucleares pueden ser neutrófilos, basófilos, eosinófilos,
según las tinciones histológicas de sus granulos, siendo los primeros los principales
granulocitos con función fagocítica. Por su parte los monocitos viajan a través de
la circulación a los tejidos, donde maduran hasta macrófagos. Estos constituyen
los llamados "fagocitos mononucleares", siendo de crucial importancia en el inicio,
regulación y ejecución de la respuesta inmune. Son tres sus principales funciones
inmunológicas: (1) procesan los antígenos y presentan los epitopos esenciales a
los linfocitos para facilitar la inducción a la inmunidad, (2) son células secretoras
muy activas, produciendo sustancias biológicamente importantes tales como dife-
rentes interleucinas que modulan la respuesta inmune, componentes del comple-
mento, protaglandinas y varias enzimas, y (3) son células efectoras que migran a
los lugares de inflamación e infección, de manera menos rápida que los leucoci-
tos polimorfonucleares, pero no obstante engloban y matan los microrganismos.
Los macrófagos pueden ser activados por los linfocitos Th para aumentar su capa-
cidad bactericida, y son particularmente importantes en la defensa contra parási-
tos intracelulares, incluyendo micobacterias, hongos, virus.
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Existe otro grupo heterogéneo de células inmunes capaces de reconocer y matar inespe-
cíficamente células infectadas por virus, ciertas células tumorales, y recientemente, se las
relaciona también en la defensa contra el SIDA. En este tipo de células se incluyen las NK,
y las Killer (K o asesinas), que realizan citotoxicidad de forma directa sobre sus células dia-
nas (en el caso de las NK) o de forma dependiente de anticuerpo (CCDA) en el caso de célu-
las K. Las células K constituyen un mecanismo de destrucción de células con antígenos extra-
ños en la superficie frente a los que se han producido anticuerpos. Estas células parecen
ser más bien "actividades" en las que participan diferentes tipos de células inmunes.

1.2 Ejercicio y sistema inmune

Se conoce ya desde hace algunos años que la actividad física provoca cambios en el
sistema inmune. Existe la creencia generalizada de que aquéllos que realizan ejercicio
de forma regular son menos susceptibles a ciertas enfermedades infecciosas. La mayo-
ría de los estudios publicados sostienen la existencia de un efecto dual del ejercicio sobre
la resistencia frente a las enfermedades infecciosas: el ejercicio intenso aumenta dicha
susceptibilidad mientras que el moderado la reduce (29). Sin embargo, no existe una base
científica completa que mantenga esta idea. Desde 1902, sabemos que el ejercicio
induce una leucocitosis (25, 30). Sin embargo, mientras que muchos trabajos de inves-
tigación han mostrado que la capacidad funcional de los linfocitos puede disminuir des-
pués de un ejercicio agudo e intenso (11, 17, 19, 41), la actividad fagocítica tanto de
macrófagos (10,12,13, 38, 39) como de neutrófilos (26, 44) aumenta. Por ello, los fago-
citos, y las defensas inespecíficas en general, incluyendo la actividad NK (8,16, 34), jue-
gan un papel importante en la defensa contra la infección, probablemente previniendo
la entrada y mantenimiento de los antígenos en situaciones donde la respuesta inmune
específica parece estar deprimida (40). No obstante, algunos investigadores, por el con-
trario, han indicado que la posible disminución en la capacidad de los fagocitos para des-
truir los patógenos en los deportistas inducido por un sobreentrenamiento podría aumentar
en ellos la susceptibilidad a las enfermedades infecciosas (48).

Aunque los datos en la literatura científica hasta el momento indican que la fagocitosis
esta estimulada tras el ejercicio, incluso el intenso, el mecanismo de esta estimulación
sigue sin conocerse. Una creencia generalizada entre los investigadores en el campo
de la "inmunología del ejercicio" es que para explicar los posibles mecanismos a este
respecto, el papel de los factores neuroendocrinos debe ser estudiado, puesto que
muchas hormonas liberadas en situaciones de estrés y con capacidad ¡nmunomodula-
dora se liberan con el ejercicio

1.3. Influencia de algunas hormonas sobre el sistema inmune. Relación con el
ejercicio

Durante la actividad física se produce en el organismo muchos cambios hormonales y
metabólicos (1). La actividad nerviosa simpática aumenta como consecuencia de la rea-
lización de un ejercicio o la aplicación de un estrés, así como los niveles de varias hor-
monas en sangre, tales como la adrenalina (epinefrina), noradrenalina (norepinefrina),
3-endorfina, vasopresina, glucagón, hormona del crecimiento, prolactina, hormona adre-
nocorticotropa, glucocorticoides y hormona estimulante del tiroides (1, 39). Estos cam-
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bios se parecen a los efectos del estrés psicológico, puesto que en ambas situaciones,
cambios en neuropéptidos, endorfinas y corticosteroides pueden afectar de forma impor-
tante al sistema inmune, aunque es menos probable que los efectos puramente psico-
lógicos del ejercicio ejerzan influencias directas importantes en la función inmune (47).

Las células inmunes presentan receptores específicos para las distintas hormonas o pép-
tidos neuroendocrinos con capacidad de modular la respuesta inmune. Los receptores gene-
ralmente se localizan en la parte externa de la membrana de estas células y poseen una
elevada afinidad por las hormonas peptídicas; no obstante, algunas hormonas, como es el
caso de las esteroideas, se introducen en la célula donde se unen a sus receptores situa-
dos en el citoplasma o en el núcleo (14). Así en las células inmunes han sido identificados
receptores específicos para muchos factores neuroendocrinos, entre los que se encuentran
ACTH (51), péptido intestinal vasoactivo (VIP) (45), sustancia P (31), glucocorticoides (32),
prolactina (2), hormonas tiroideas (23), B-endoríina (19), hormona de crecimiento (19), cate-
colaminas (42), acetilcolina (6) y gran número de factores liberadores de hormonas (51). Muchos,
si no todos, de estos factores neuroendocrinos, liberados en situación de estrés, afectan a
algunos aspectos de la respuesta inmune. La influencia de estos factores sobre la respuesta
inmune puede ser tanto estimuladora como inhibidora, dependiendo sobre todo de su con-
centración, célula diana y la función específica de defensa que se estudie (23).

Objetivo: En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio (39, 40) hemos encon-
trado que el ejercicio hasta el agotamiento induce una estimulación de los macrófagos
perifonéales. En este estudio nos propusimos evaluar los posibles mediadores hormo-
nales que intervienen en esta estimulación. Para ello, en primer lugar estudiamos el efec-
to del plasma (como portador de los posibles mediadores hormonales de la función
inmune) procedente de los animales que realizaron actividad física sobre la fagocitosis
y destrución del material ingerido. En segundo lugar se valoró las variaciones inducidas
por nuestro modelo de actividad física en la concentración de algunas de las hormonas
liberadas en situaciones de estrés, tales como corticosterona, T3 y T4. Finalmente, se
realizó un estudio in vitro de cada una de estas hormonas sobre la fagocitosis y detru-
ción del material ingerido por los macrófagos, utilizando como concentración hormonal
tanto aquélla detectada previamente en el plasma de los animales (en condición basal
y tras la natación forzada) como una concentración superior a ésta.

2. MATERIAL Y MÉTODOS

2.1 Animales:

Los estudios fueron realizados en ratones (Mus musculus) de la cepa BALB/c, con una
edad de 12*_3 semanas, mantenidos a una temperatura constante de 22CC y un ciclo de
12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Los animales fueron alimentados con pienso
estándar y agua ad libitum.

2.2 Actividad física:

Utilizamos un modelo clásico de estrés por actividad física, la natación hasta el agota-
miento (40, 41, 11). Los animales fueron separados en tres grupos experimentales:
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-Actividad física aguda (grupo AFA): los ratones fueron introducidos en piletas individuales
con capacidad para 7 litros de agua (a 22° C) y fueron obligados a nadar continuada-
mente hasta el agotamiento. La duración media de la prueba fue de 30+_5 minutos.
-Actividad física aguda tras entrenamiento (grupo AFAE): los animales pertenecientes a este
grupo fueron sometidos a un programa de entrenamiento en las condiciones anteriormen-
te descritas durante 25 minutos cada día en un total de 30. En el último día cada ratón fue
sometido a las misma actividad física hasta el agotamiento como en el grupo APA.
-Animales controles: que fueron mantenidos en las mismas condiciones de laboratorio
que los animales pertenecientes a los dos grupos anteriores pero no sometidos a acti-
vidad física.

Inmediatamente después de la finalización del ejercicio físico, los animales fueron sacri-
ficados por decapitación. Todos los ensayos fueron realizados paralelamente en los tres
grupos de animales. El número de experimentos en cada estudio está indicado en las
correspondientes tablas y figuras.

2.3 Plasma:

Inmediatamente después del sacrificio de los animales, se recogió la sangre en tubos
heparinizados que se centrifugaron a 300 x g para obtener el plasma.

2.4 Obtención de macrógagos peritoneales:

Los macrófagos peritoneales fueron obtenidos de cada animal inmediatamente des-
pués del sacrificio. Paralelamente a cada animal de los grupos AFA o AFAE, un animal
control de la misma edad fue sacrificado. El abdomen fue limpidado con etanol al 70%,
se separó cuidadosamente la piel sin abrir el peritoneo y se les inyectó intraperitoneal-
mente 4 mi de medio Hank' s (Sigma) ajustado a pH 7.4. Se realizó un suave masaje abdo-
minal y se recogió la suspensión peritoneal (aproximadamente el 90% del volumen
inyectado). Finalmente los macrophagosfueron ajustados a 5 x 105células/ml de medio.
La viabilidad celular fue del 98%, evaluada a través del test de azul tripano.

2.5 Estudio de fagocitosis:

La fagocitosis de partículas de látex fue llevada a cabo siguiendo el método descrito por
De la Fuente (6). Alícuotas de 200 microlitro de la suspensión de macrófagos peritone-
ales fueron incubadas sobre placas de cultivo durante 30 minutos. Transcurrido este tiem-
po se añadió 20 microlitro de bolas de látex (1.09 micrometro de diámetro). Tras 30 minutos
de incubación, las placas fueron lavadas, fijadas y teñidas, y se determinó en el micros-
copio el número de partículas ingeridas por 100 macrófagos (índice de fagocitosis).

2.6 Estudio de la capacidad microbicida:

La capacidad microbicida oxígeno-dependiente de los macrófagos se evaluó a través de
la producción de anión superóxido (C>2-). Para ello utilizamos el test de reducción del nitro-
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azul de tetrazolio (NBT), siguiendo la técnica de De la Fuente (6) con modificaciones.
Alícuotas de 250 microlitro de la suspensión de macrófagos se mezclaron con 250 micro-
litro de NBT (Sigma, "Img/ml). 25 microlitro de bolas de látex fueron añadidos a las
denominadas muestras estimuladas y 25 microlitro de PBS a las denominadas muestras
no estimuladas. Tras 30 minutos de incubación, se detuvo la reacción, se centrifugaron
las muestras, se tiró el sobrenadante y se extrajo el NBT reducido mediante dioxan (Sigma).
Se determinaron las absorbancias de los sobrenadantes a 525 nm utilizando dioxan como
blanco.

2.7 Tratamiento de macrófagos peritoneales con plasma procedente de los animales
sometidos a ejercicio sobre la fagocitosis y la destrucción de las partículas iner-
tes por los macrófagos peritoneales:

Con anterioridad a la realización de los ensayos para evaluar la fagocitosis y la destrucción
del las partículas inertes, la suspensión de macrófagos fue incubada con plasma pro-
cedente de ratones tanto del grupo AFA como del grupo AFAE, o plasma procedente de
los animales controles. En el estudio de la fagocitosis, 165 microlitro de la suspensión
de macrófagos ajustada se incubaron con 35 microlitro de plasma procedente de los ani-
males controles (valores controles) o de plasma procedente de los animales sometidos
a ejercicio físico, tanto en ausencia (valores PE, plasma ejercicio) como en presencia
de entrenamiento previo (valores PEE, plasma ejercicio entrenados), durante 30 minu-
tos en un baño con agitación suave.

En el estudio de la capacidad microbicida oxígeno-dependiente (producción de anión supe-
róxido), 230 microlitro de la suspensión de macrófagos se incubaron con 20 microlitro de
plasma de cada grupo de animales bajo las mismas condiciones. Después de las incu-
baciones, las capacidades fagocítica y microbicida se evaluaron siguiendo las técnicas
anteriormente descritas.

2.8 Valoración de la concentración de hormonas:

La valoración de la concentración plasmática de las diferente hormonas, tanto en rato-
nes controles como en los ratones sometidos a actividad física, se llevó a cabo por radioin-
munoensayo (R.I.A.).

2.9 Tratamiento de los macrófagos peritoneales con las diferentes "hormonas de
estrés" sobre la capacidad fagocítica y la capacidad microbicida oxígeno-depen-
diente de los macrófagos peritoneales:

Para estudiar el posible papel que estas hormonas pueden jugar como mediadores de
la estimulación de la capacidad fagocítica inducida por el ejercicio intenso, evaluamos
in vitro la influencia de de la corticosterona, T3, T4 y prolactina (Sigma) sobre la capa-
cidad de fagocitosis y destrucción de las partículas inertes. Para ello evaluamos el efec-
to de las concentraciones fisiológicas alcanzadas en el plasma inmediatamente después
de la actividad física, así como concentraciones más altas. Por tanto, estudiamos el papel
de las hormonas indicadas a las siguientes concentraciones:
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-Corticosterona: 82 ng/ml (concentración basal, en animales controles), 250 ng/ml (con-
centración alcanzada en el plasma tras el ejercicio) y 2500 ng/ml como concentración
más alta que la fisiológica.
-Prolactina: 1.1 ng/ml (concentración basal, en animales controles), 2.2 ng/ml (concen-
tración alcanzada en el plasma tras el ejercicio) y 8 ng/ml, 16 ng/ml y 22000 ng/ml como
concentraciones más altas.
-T3: 1 ng/ml (concentración basal, en animales controles), 1.5 ng/ml (concentración
alcanzada en el plasma tras el ejercicio) y 15000 ng/ml como concentración más alta.
-T4: 48 ng/ml, 75 ng/ml y 750000ng/ml respectivamente.
Después de la incubación de 180 microlitro o 230 microlitro (para los estudios de fago-
citosis o reducción del NBT, respectivamente) de la suspensión de macrófagos con 20
microlitro de cada hormona durante 30 minutos a 37CC (obteniendo la concentración final
correspondiente indicadas anteriormente en cada tubo), se realizaron los correspondientes
ensayos para el estudio de ia fagocitosis o reducción del NBT.

2.10 Análisis estadístico:
Todos los resultados están expresados como la media+.desviación estándar del núme-
ro de experimentos indicados en las tablas y figuras. En el estudio estadístico, los resul-
tados fueron analizados mediante el test no paramétrico ANOVA-F Scheffe. P<0.05 fue
el mínimo nivel de significación considerado.

3. RESULTADOS:

3.1 Efecto del ejercicio intenso (natación hasta el agotamiento) sobre la fagocito-
sis y la destrucción de las partículas inertes.

Los resultados que se muestran en la Figura 1 y en la Tabla 1, corresponden a los índi-
ce de Fagocitosis y a la producción de anión superóxido, respectivamente, por macró-
fagos peritoneales procedentes de ratones sometidos a ejercicio intenso. Inmediatamente

i

I
Control AFA AFAE

Figura 1A. Efecto de la natación hasta el agotamiento sobre la fagocitosis por macrófagos peritoneales de partí-
culas inertes. AFA = Actividad Física Aguda; AFAE = Actividad Física Aguda con Entrenamiento. Cada valor es la
media + - desviación estándar de 8 experimentos realizados por duplicado. • p < 0,05 con respecto a los valores
controles.
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después del ejercicio se produjo un aumento (p<0,05) en el índice de fagocitosis, tanto
en ausencia (grupo AFA) como en presencia de entrenamiento previo (grupo AFAE). Sin
embargo, una mayor (p<0,05) producción de anión superóxido por los macrofagos des-
pués del ejercicio sólo fue detectada en el grupo AFA (Tabla 1A), no obteniéndose varia-
ciones del grupo sometido a actividad física aguda con entrenamiento (AFAE) respecto
al grupo control.

Tabla 1A. Efecto de la natación hasta el agotamiento en la producción de anión supe-
róxido por los macrofagos.

Absorbancia a 525 nm.
Muestras no estimuladas Muestras estimuladas

Controles
AFA
AFAE

0,036±0,004
0,042±0,008
0,030±0,006

0,060±0,003
0,081+0,012*
0,056±0,015

Cada valor representa la medida ± desviación estándar de 8 experimentos realizados por
duplicado.
* p<0.05 con respecto al grupo control.
AFA= Actividad Física Aguda, AFAE= Actividad Física Aguda con Entrenamiento.

3.2 Efecto del plasma procedente de los ratones sometidos a ejercicio sobre la fago-
citosis y destrucción de las bolas de látex por los macrofagos peritoneales.

Un efecto similar al observado en los macrofagos procedentes de ratones sometidos a
actividad física fue encontrado tras la incubación de los macrofagos con el plasma de
los ratones que fueron sometidos a natación hasta el agotamiento. En la Figura 1B se
muestran los resultados de fagocitosis de los macrofagos incubados con plasma procedente

¡

Plssma Control Plasma AFA riasma HI-HE

Figura 1B. Efecto de la incubación previa con plasma de ratones sometidos a ejercicio físico sobre la fagocitosis
por macrofagos peritoneales de partículas inertes. AFA = Plasma de ratones sometidos a AFA; Plasma AFAE =
Plasma de ratones sometidos a AFAE.
Cada valor es la media + - desviación estándar de 8 experimentos realizados por duplicado. • p < 0,05 con res-
pecto a los valores controles.
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de animales con ejercicio (Plasma AFA) y de animales sometidos a entrenamiento pre-
vio (Plasma AFAE), observándose un significativo aumento en ambos grupos respecto
a los controles (p <0.05). Cuando se observan los resultados de la destrucción de bolas
de látex por los macrófagos peritoneales tras la incubación con los diferentes plasmas
(Tabla 1B), solo en las células que fueron incubadas con plasma del grupo AFA, se obtu-
vo un incremento significativo (p<0,05) respecto al grupo control.

Tabla 1B. Efecto del plasma procedente de ratones que realizaron ejercicio físico sobre
la producción de anión superóxido por los macrófagos.

Absorbancia a 525 nm.
Muestras no estimuladas Muestras estimuladas

Plasma de controles
Plasma AFA
Plasma AFAE

0,189±0,069
0,234±0,020
0,210+0,089

0,247±0,090
0,339±0,017*
0,288±0,062

Cada valor representa la media ± desviación estándar de 8 experimentos realizados por
duplicado. *p<= 0.5 con respecto al grupo Plasma de Controles.
Plasma AFA= Plasma procedente de ratones sometidos a Actividad Física Aguda.
Plama AFAE= Plasma procedente de ratones sometidos a Actitud Física Aguda con
Entrenamiento.

3.3 Concentraciones plasmáticas de corticosterona, prolactina, triyodotironina
(T3) y tiroxina (T4):

Las concentraciones plasmáticas de las diferentes hormonas evaluadas, tanto en rato-
nes controles (valores básales) como tras el ejercicio (grupos AFA y AFAE) se muestran
en las Figuras: 2 (corticosterona), 3 (prolactina), 4 (T3) y 5 (T4). Como puede verse, todas

Control AFA AFAE

Figura 2. Concentración en plasma de la hormona corticosterona (ng/ml) procedente de ratones sometidos a AFA=
Actividad Física Aguda y AFAE = Actividad Física Aguda con Entrenamiento; Cada valor es la media + - desvia-
ción estándar de 8 experimentos realizados por duplicado. • p < 0,05 con respecto a los valores controles.
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a

i

Control AFA AFAE

Figura 3. Concentración en plasma de la hormona prolactina (ng/ml) procedente de ratones sometidos a AFA=
Actividad Física Aguda y AFAE = Actividad Física Aguda con Entrenamiento; Cada valor es la media + - desvia-
ción estándar de 8 experimentos realizados por duplicado. • p < 0,05 con respecto a los valores controles.

AFAE

Figura 4. Concentración en plasma de la hormona triyodotironina (T3) (ng/ml) procedente de ratones sometidos
a AFA= Actividad Física Aguda y AFAE = Actividad Física Aguda con Entrenamiento; Cada valor es la media + -
desviación estándar de 8 experimentos realizados por duplicado. • p < 0,05 con respecto a los valores controles.

Control AFA AFAE

Figura 5. Concentración en plasma de la hormona tiroxina (T4) (ng/ml) procedente de ratones sometidos a AFA=
Actividad Física Aguda y AFAE = Actividad Física Aguda con Entrenamiento; Cada valor es la media + - desvia-
ción estándar de 8 experimentos realizados por duplicado. • p < 0,05 con respecto a los valores controles.
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las hormonas evaluadas incrementaron significativamente (p<0,05) su concentración en
la sangre inmediatamente después de la finalización del ejercicio hasta el agotamiento,
tanto en ausencia como en presencia de entrenamiento previo.

3.4 Influencia de la corticosterona, prolactina y hormonas tiroideas sobre la fago-
citosis y destrucción de las partículas inertes.

Las Figuras 6, 7 y 8 muestran los resultados correspondientes a los efectos in vitro de
la corticosterona, |5rolact¡na, y hormonas tiroideas, respectivamente, sobre la fagocito-
sis. Después de la incubación de los macrófagos con las concentraciones fisiológicas
de las hormonas alcanzadas en el plasma tras el ejercicio, se observó un aumento (p <
0,05) en el índice de fagocitosis comparado con el obtenido tras la incubación con los
valores básales de cada hormona (concentración de cada hormona en los animales del

o

I*

82 250 2500

concentración corticosterona (ng/hil)

Figura 6. Influencia de la hormona corticosterona sobre la fagocitosis por los macrófagos perifonéales de partí-
culas inertes. Cada valor es la media ± desviación estándar de 8 experimentos realizados por duplicado. • p <
0,05 con respecto a los valores de 82 ng/ml.

1,1 2,2 8 16 22000

concentración prolactlra (ng/M)

Figura 7. Influencia de la hormona prolactina sobre la fagocitosis por los macrófagos peritoneales de partículas
inertes. Cada valor es la media + - desviación estándar de 8 experimentos realizados por duplicado. • p < 0,05
con respecto a los valores de 1,1 ng/ml.; o p < 0.05 con respecto a los valores de 2,2 ng/mn.; * p < 0.05 con res-
pecto a los valores de 8 ng/ml.
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grupo control). Este hecho se observó con todas las hormonas estudiadas, y el efecto
se mantuvo (en ocasiones con valores más altos) tras la incubación de los macrófagos
con las concentraciones más altas de cada hormona. Sin embargo, en general, tras la
incubación in vitrode los macrófagos con las distintas hormonas no se observaron dife-
rencias en relación a la capacidad microbicida de estas células (producción de anión supe-
róxido) (Tablas 2, 3, 4 y 5). Tan sólo fue detectado un aumento en la producción de anión
superóxido tras la fagocitosis (muestras estimuladas) después de la incubación de los
macrófagos con 8 ng/ml de prolactina.

12

£

*

1 1,5

concentración T3 (ng/ml)

15000

Figura 8. Influencia de la hormona triyodotironina (T3) sobre la fagocitosis por los macrófagos perifonéales de
partículas inertes. Cada valor es la media + - desviación estándar de 8 experimentos realizados por duplicado. •
p < 0,05 con respecto a los valores de 1 ng/ml.

*"» 14r

8

10 -

48 75 75000

concentración T4 (ng/ml)

Figura 9. Influencia de la hormona tiroxina (T4) sobre la fagocitosis por los macrófagos perifonéales de partícu-
las inertes. Cada valor es la media + - desviación estándar de 8 experimentos realizados por duplicado. • p < 0,05
con respecto a los valores de 48 ng/ml.
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Tabla 2. Influencia de la corticosterona (CTC) sobre la producción de anión superóxido
por los macrófagos.

Absorbancia a 525 nm.
Corticosterona

(ng/ml) Muestras no estimuladas Muestras estimuladas

82ng/ml 0,032±0,004 0,076±0,010
250 ng/ml 0,041 ±0,011 0,074±0,021
2500 ng/ml 0,049±0,010* 0,082±0,016

Cada valor representa la media ± desviación estándar de 8 experimentos realizados por
duplicado.
*p<0.05 con respecto a los valores de 82 ng/ml.

Tabla 3. Influencia de la prolactina sobre la producción de anión superóxido por los macró-
fagos.

Absorbancia a 525 nm.
Prolactina

(ng/ml) Muestras no estimuladas Muestras estimuladas

1.1 0,028±0,008 0,073±0,013
2.2 0,024+0,005 0,056±0,008
8 0,033±0,002 0,085±0,007*
16 0,025±0,003 0,084±0,005
22000 0,025±0,005 0,061 ±0,009

Cada valor representa la media ± desviación estándar de 8 experimentos realizados por
duplicado.
*p<0.01 con respecto a los valores de 2 y 22000 ng/ml.

Tabla 4. Influencia de T3 sobre la producción de anión superóxido por los macrófagos.

Absorbancia a 525 nm.
T3

(ng/ml) Muestras no estimuladas Muestras estimuladas

1 0,030±0,003 0,070±0,010
1,5 0,029±0,003 0,068±0,007
15000 0,030±0,006 0,066±0,007

Cada valor representa la media ± desviación estándar de 8 experimentos realizados por
duplicado.
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Tabla 5. Influencia de T4 sobre la producción de anión superóxido por los macrófagos.

Absorbancia a 525 nm.
T4

(ng/ml) Muestras no estimuladas Muestras estimuladas

48 0,036±0,004 0,075±0,011
75 0,033±0,005 0,065±0,008
75000 0,038±0,006 0,082±0,016

Cada valor representa la media ± desviación estándar de 8 experimentos realizados por
duplicado.

4. DISCUSIÓN

Los macrófagos son una población de células adecuada para el estudio de la influencia
de la actividad física sobre el sistema inmune. Estas células no sólo participan en la res-
puesta inmune inespecífica, sino que también intervienen en la respuesta específica como
células accesorias. Aunque en algunos casos la disminución en la capacidad de respuesta
inmune inducida por el ejercicio físico de alta intensidad viene dada por una menor fun-
cionalidad de los linfocitos B y T, una inapropiada funcionalidad de los macrófagos
podría contribuir a disminuir la actividad de los linfocitos. El ejercicio modula la activi-
dad funcional de los macrófagos, incluso aumentando sus propiedades antitumorales (27,52).
Además, es necesario hacer un especial énfasis en la investigación de la actividad fago-
cítica de estas células, puesto que son la primera barrera que se opone a los microor-
ganismos que provocan enfermedades infecciosas en el hombre.

Es curioso que, a diferencia de la capacidad funcional de los linfocitos (11, 19), la fun-
ción de los fagocitos aumenta tras el ejercicio intenso o la actividad física estresante,
tanto en los macrófagos (10, 12, 13, 39, 40) como en los neutrófilos (26, 44). En este
estudio hemos encontrado un aumento en la fagocitosis y en la destrucción de partícu-
las inertes (medido indirectamente a través de la producción del anión superóxido) en
los macrófagos perifonéales. Sin embargo, tras el ejercicio intenso, mientras la fagoci-
tosis estaba estimulada tanto en ausencia como en presencia de un entrenamiento pre-
vio, la estimulación en la reducción del NBT tras la fagocitosis fue sólo detectada en ausencia
de entrenamiento. Estos resultados parecen estar de acuerdo con la idea indicada por
Smith y colaboradores (47) de que el ejercicio estimula la capacidad microbicida de los
fagocitos, pero la posible disminución de esta capacidad en algunos atletas inducida por
el sobreentrenamiento podría aumentar la susceptibilidad de los mismos para contraer
enfermedades infecciosas.

El efecto del ejercicio sobre la resistencia a la infección depende de cuando el ejer-
cicio se realiza en relación a la propia infección (21). Por ejemplo (29), un entrena-
miento intenso en ratones llevado a cabo con anterioridad a la infección por el virus
de la gripe induce un incremento en la supervivencia de los ratones del 25% compa-
rado con los animales que no realizan el ejercicio (controles) pero que también son
infectados con el mismo virus. Por el contrario, la natación hasta el agotamiento rea-
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lizada al mismo tiempo o después de la infección provoca una disminución en el por-
centaje de supervivencia del 33%. Estos resultados sugieren que el ejercicio realizado
con anterioridad a la infección protege contra la misma, mientras que el ejercicio lle-
vado a cabo durante los primeros estadios del proceso infeccioso puede reducir la resis-
tencia a éste (29). La estimulación de la actividad fagocítica inducida por el ejercicio
intenso está de acuerdo con la idea de que las defensas no específicas juegan un papel
importante en la defensa contra la infección, probablemente previniendo la entrada
y mantenimiento del antígeno en situaciones donde la respuesta inmune específica
parece estar deprimida. Otros autores han observado en humanos que tras ejercicios
de resistencia (maratón) que disminuye el número de monocitos con receptores Fe en
la sangre, probablemente debido a la desaparición del torrente circulatorio de los pre-
cursores de los macrofagos, que se siturarían en tejidos extravasculares incremen-
tando allí su actividad fagocítica (18). Por tanto, la estimulación de la actividad
fagocítica, e incluso el aumento de la actividad NK durante el ejercicio intenso (35),
podría prevenir la infección durante este tipo de ejercicios. Sin embargo, si la infec-
ción existe con anterioridad a la realización del ejercicio, la práctica del mismo podría
incrementar la infección debido a una deficiencia en la respuesta inmune específica.
A este respecto, se podría considerar a la fagocitosis como un "indicador" del estado
del sistema inmune en los deportistas respecto a su mayor o menor susceptibilidad
a la infección durante el entrenamiento o competición deportiva.

Se ha sugerido que los efectos del ejercicio y el estrés no son distinguibles (4, 20).
De este modo se postula que los factores neuroendocrinos liberados en situaciones
de estrés, como el ejercicio intenso, son responsables de los cambios inducidos por
este tipo de ejercicio sobre el sistema inmune. Así, la estimulación en la función no
específica de los macrofagos mediante la fagocitosis inducida por la actividad física
intensa podría estar mediada por las "hormonas de estrés" liberadas durante la rea-
lización de la actividad física. Esta idea fue en parte confirmada en nuestro estudio
preliminar, puesto que el plasma procedente de los animales sometidos a ejercicio esti-
muló la fagocitosis y destrucción de las partículas inertes por los macrofagos, como
ya habíamos observado tras el ejercicio hasta el agotamiento de forma directa. El aumen-
to en la capacidad fagocítica de los macrofagos, paralelamente con un aumento en
las concentraciones plasmáticas de corticosterona, prolactina y hormonas tiroideas,
sugiere que estas hormonas pueden participar como mediadores de este proceso. Apo-
yando esta hipótesis se encuentra el hecho de que estas hormonas también induje-
ron una estimulación de la fagocitosis tras la incubación de los macrofagos con las
concentraciones fisiológicas de cada hormona alcanzadas en la sangre inmediatamente
después de la natación hasta el agotamiento. Incluso esta estimulación se mantuvo
tras la preincubación in vitro de los macrofagos con concentraciones superiores de cada
hormona. Sin embargo, en general, no observamos ningún efecto de la corticostero-
na, prolactina u hormonas tiroideas sobre la capacidad microbicida oxígeno-depen-
diente de los macrofagos. Es posible que la hormona del crecimiento (GH) intervenga
en este proceso, ya que la GH aumenta su concentración durante el ejercicio inten-
so (29) y se ha descrito que esta hormona estimula la producción de anión superóxi-
do en los macrofagos perifonéales (22). Además, otras sustancias, como citoquinas
o mediadores inflamatorios, pueden intervenir sobre la estimulación de la capacidad
microbicida de los macrofagos. De hecho, se ha observado un aumento en los nive-
les plasmáticos de interleuquina 1 (IL-1), IL-6, receptor soluble de IL- 2 y del factor
necrótico tumoral (TNF) tras el ejercicio estresante (37).
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La prolactina puede modular la función del macrófago (1). De hecho, de acuerdo con
los resultados mostrados en este trabajo, Chen y Johnson (3) también han observa-
do un efecto estimulador de la prolactina sobre la capacidad fagocítica de los macro-
fagos. En relación a las hormonas tiroideas, tanto T3 como T4, tienen propiedades
inmunomoduladoras (28) y pueden regular la función del macrófago (4). Nuestros resul-
tados demuestran que estas hormonas pueden también estimular la función fagocí-
tica de los macrofagos. No obstante, la mayoría de los trabajos publicados hasta el
momento han indicado que los glucocorticoides son inmunosupresores, incluyendo la
actividad de los monocitos y macrofagos. Sin embargo, la mayoría de los estudios recien-
tes han mostrado que la inmunosupresion inducida por los glucocorticoides viene dada
probablemente a través de una acción sobre la función de los linfocitos, y no direc-
tamente sobre las células fagocíticas (33). De hecho, la estimulación en la fagocito-
sis de los macrofagos inducida por concentraciones fisiológicas de corticosterona (250
ng/ml) mostrada en este trabajo está de acuerdo con la idea de que bajos niveles de
glucocorticoides pueden estimular la inmunidad en lugar de deprimirla (46). Recien-
temente se ha indicado que incluso altas concentraciones terapéuticas de esteroides
no producen cambios en la capacidad funcional del macrófago (33). Otros resultados
también apoyan esta hipótesis: estudios previos llevados a cabo en nuestro labora-
torio detectaron un aumento en el proceso fagocítico de los macrofagos de cobaya para-
lelamente a un aumento en la concentración plasmática de corticosterona (33, 39).
Además, la incubación durante 3 días de monocitos con glucocorticoides induce un
aumento en la capacidad fagocítica de estas células (24).

Se ha establecido que la leucocitosis inducida por el ejercicio está mediada por las cate-
colaminas y los glucocorticoides (30), así como que la respuesta inmune específica lle-
vada a cabo por los linfocitos también está mediada por la adrenalina, glucocorticoides,
í3-endorfinas y otras hormonas de estrés (20). Con respecto a la respuesta inmune ines-
pecífica, se ha observado también que la adrenalina, noradrenalina, hormona del creci-
miento, glucocorticoides y B-endorfinas modulan la estimulación inducida por el ejercicio
sobre la actividad NK (36, 43).

Conclusión: A la vista de nuestros resultados podemos concluir que la actividad física
extenuante produce una estimulación de los macrofagos para llevar a cabo la fagocito-
sis. Esta estimulación se encuentra mediada por la corticosterona, la prolactina y las hor-
monas tiroideas, si bien no se pueden descartar otros posibles mediadores neuroendocrinos.
Por otro lado, de los resultados obtenidos en este trabajo también se podría concluir que
una mayor susceptibilidad a la infección durante situación de estrés por el ejercicio físi-
co intenso no es debida, a una menor capacidad de los macrofagos en llevar a cabo la
fagocitosis, al menos en nuestro modelo de actividad física y el modelo animal estudia-
do.
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