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Resumen

Introduccion: Existe gran controversia sobre el efecto de la hipoxia en el estatus oxidativo de deportistas; por otra parte, la
mayorfa de estudios analizan los mecanismos de adaptacion tras un periodo de aclimatacion y no contemplan el efecto de
las exposiciones agudas. Asi, nuestro estudio pretende comprobar el efecto del ejercicio y la exposicion aguda a una altitud
moderada sobre el estrés oxidativo en nadadores.

Material y método: Diez nadadores entrenados (5 mujeres, 5 hombres) realizaron dos sesiones idénticas de entrenamiento
de 90 minutos, una a 630 m (normoxia) y otra a 2320 m de altitud (hipoxia); ambas se ajustaron para generar valores de lactato
ligeramente superiores al umbral anaerdbico. Se extrajeron 5 ml de sangre en reposo y tras el esfuerzo. Las muestras fueron
centrifugadas para la obtencién de plasma y congeladas a -80°C. Como marcador de peroxidacion lipidica se determinaron
concentraciones de hidroperdxidos y sustancias reactivas al écido tiobarbiturico (TBARS). Como mecanismo antioxidante no
enzimatico se cuantificé el a-tocoferol. Las comparaciones de medias se realizaron con una ANOVA de un factor.
Resultados: La exposicion a hipoxia produjo un descenso significativo de TBARS (20,78+8,36 nmol/ml, p<0,03) y, tras el es-
fuerzo, de hidroperdxidos (20,78+8,36 nmol/ml, p<0,03) en hombres. En nadadores de ambos sexos, el a-tocoferol disminuyd
significativamente debido a la hipoxia (hombres: 23,06+4,26 nmol/ml, mujeres: 19,51+4,26 nmol/ml, p<0,001). En normoxia,
las mujeres presentaron menor concentracién de TBARS (20,54+8,36 nmol/ml, p<0,03) e hidroperéxidos (2,16+0,87 nmol/
ml, p<0,03) que los hombres. La sesién de entrenamiento no modificé dichas variables.

Conclusiones: En estudios previos demostramos una movilizacién de antioxidantes no enzimdaticos desde plasma a tejidos
muscular y hepatico en situaciones de estrés oxidativo. Concluimos que una exposicion aguda a altitud moderada podria
prevenir el estrés oxidativo en nadadores debido a una rapida movilizacién del a-tocoferol plasmatico.

Acute exposure to moderate altitude prevents oxidative stress by a
plasmatic a-tocopherol mobilization

Summary

Introduction: There is a controversy concerning to the modulation of hypoxia-induced oxidative stress; in addition, most
studies covered mechanism of adaptation to altitude after an acclimation period, and they did not test the effects of acute
exposures to hypoxia. Thus, the aim of the study was to establish oxidative status of trained swimmers analyzing the effects
of exercise and acute exposure to moderate altitude.

Materials and methods: Ten well-trained swimmers (5 females, 5 males) performed two similar mild-intensity training sessions
of 90 minutes, one at an altitude of 630 m (normoxia) and the second of 2320 m (hypoxia). Training sessions were regulated
to generate blood lactate values slightly higher than anaerobic threshold. 5 ml of blood samples were collected before and
immediately after the exercise. Plasma were obtained by blood-centrifugation, samples were stored at -80°C until analysis.
Lipid peroxidation markers were hydroperoxides and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS). Alpha-tocopherol was
analyzed as non-enzymatic antioxidant mechanism. Comparisons between means were performed using one-way ANOVA.
Results: Acute exposure to hypoxia produced a significant decrease of TBARS (20.7848.36 nmol/ml, p<0.03) and, after effort,
of hydroperoxides (20.78+8.36 nmol/ml, p<0.03) in men. In swimmers of both sexes, plasmatic a-tocopherol significantly
decreased by hypoxia (men: 23.06+4.26 nmol/ml, women: 19.51+4.26 nmol/ml, p<0.001). In normoxia condition, women
presented lower concentrations of TBARS (20.54+8.36 nmol/ml, p<0.03) and hydroperoxides (2.16+0.87 nmol/ml, p<0.03)
than men. Mild-intensity training session did not modify oxidative stress in well-trained swimmers.

Conclusions: In previous studies we demonstrated a non-enzymatic antioxidant mobilization from plasma to muscular and
hepatic tissues as a response to an oxidative stress situation. Therefore, we conclude that acute exposure to moderate altitude
could prevent oxidative stress in swimmers by a fast mobilization of plasmatic a-tocopherol.
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Introduccion

Parece bien establecido que, cuando sujetos no entrenados se
someten a un esfuerzo fisico de intensidad elevada se produce un
aumento de los marcadores de peroxidacion lipfdica'. Sin embargo,
cuando los sujetos estan bien entrenados y realizan una prueba de es-
fuerzo extenuante, aparecen en la bibliografia resultados aparentemente
contradictorios. Asi los deportistas que realizan un entrenamiento fisico
continuado parecen prevenir el estrés oxidativo como consecuencia
de unaumento de su capacidad antioxidante?*. A pesar de ello, ciertos
estudios observan un aumento de las especies reactivas derivadas del
oxigeno (ROS)*S, mientras que otros no encuentran diferencias signi-
ficativas’ e incluso algunos observan un descenso de los marcadores
de peroxidacion lipidica®'°.

Si parece existir mayor consenso sobre el efecto de la altitud; en
estalinea, numerosos estudios defienden que dicha exposicion supone
un aumento del estrés oxidativo”'""'¢, pero la mayoria de investigadores
analizan los mecanismos de adaptacion tras un periodo de aclimatacion
y no contemplan el efecto de las exposiciones agudas. Ademas, Pialoux
etal'” observan en doce atletas de élite sometidos a un entrenamiento
de resistencia, que la exposicién a 4800 m de altitud no produce un
aumento de la cantidad de malondialdehido.

Tampoco estan claras las diferencias en el estrés oxidativo entre
hombres y mujeres; ciertos estudios observan que las mujeres tienen
una mejor capacidad antioxidante y una menor produccién de ROS, en
reposo'® tras 50 km de ultramaraton y tras un triatlon de ironman®'®. Por
el contrario, en un estudio en el que se comparan 133 hombresy 124
mujeres en reposo, no se detectan diferencias significativas en el estatus
oxidativo?’; ademas Kaikkonen et al?' tampoco observan diferencias por
sexo en la peroxidacion lipidica producida por un esfuerzo extenuante.

Debido a esta controversia, consideramos que la regulaciéony fun-
cionamiento del estrés oxidativo no estan claramente establecidos y
menos aun en ambientes hipdxicos moderados, por lo que el objetivo
del presente estudio pretende analizar el efecto del sexo, del ejercicioy
de la exposicion aguda a una altitud moderada sobre el estrés oxidativo
de nadadores bien entrenados.

Material y método

Participantes

En el estudio participaron de forma voluntaria diez nadadores
de buen nivel competitivo (5 mujeres y 5 hombres), con 23+1,60
(mediazerror estdndar de la media) afos de edad, que llevaban un
minimo de 12 afios de practica competitiva en natacion. Todos los par-
ticipantes estaban sanos y no tomaban ningun suplemento vitaminico
o medicacién. Se hizo un registro alimenticio de 5 dias para comprobar
que las dietas eran equilibradas de acuerdo con su nivel de actividad
fisica. Los nadadores fueron informados sobre los posibles riesgos del
estudioy dieron su consentimiento por escrito. El protocolo del estudio
siguid las normas de la Declaracion de Helsinki y fue aprobado por el
Comité de Etica de la Universidad de Granada.

Diseiio experimental

Todo el procedimiento se llevd a cabo en dos piscinas cubiertas de
50 metros de longitud, una localizada a 630 m de altitud (instalacion

deportiva de la Universidad de Granada, Espafia), y otraa 2.320 m (Centro
de Alto Rendimiento Deportivo de Sierra Nevada, Granada, Espafa);
correspondiendo con la situaciéon de normoxia e hipoxia moderada
respectivamente.

Los nadadores realizaron dos sesiones idénticas de entrenamiento
de intensidad media, en normoxia y en hipoxia. Cada sesién de entrena-
miento se dividié en tres fases de 30 minutos cada una: calentamiento,
parte principal y vuelta a la calma.

Durante la parte principal se registro la frecuencia cardiaca con un
pulsémetro Polar (Polar Team 2, Finlandia), la velocidad promedio de
nado anotando el tiempo requerido para recorrer cadalargo, y el lactato
en sangre con el analizador portatil Lactate Pro (KDK Corporation Lactate
Pro System, Kyoto, Japdn); controldandose asi la intensidad de ambas
sesiones de entrenamiento. Esta intensidad moderada se establecio
tomando la intensidad 3 de Mujika®.

Para controlar los posibles efectos de hemoconcentracion por
el aumento de altitud y/o actividad fisica, se midié el hematocrito en
reposo y tras la sesion de entrenamiento a través de un analizador
hematoldgico automatico (K800, Sysmex, Japon).

Analisis bioquimicos
Sustancias reactivas al dcido tiobarbiturico

Se utilizd el método de Orrenius et al, el cual se basa en la medi-
cion espectrofométrica de las sustancias que reaccionan con el acido
tiobarbiturico (TBARS). Esta técnica se fundamenta en un procedimiento
que comprende una etapa de precipitacion proteica, durante la cual
se incorpora el &cido tiobarbitlrico que produce una reaccion directa
con la fraccién de malondialdehido presente en el plasma. Las lecturas
de densidad optica se realizaron en microplacas a 532 nm de longitud
de onda. Los datos se expresan en nmol/ml de plasma mediante una
curva patron realizada previamente al ensayo con acido tiobarbiturico.

Hidroperéxidos

Los valores de peroxidacién lipidica se han analizado emplean-
do el kit para la determinacion de hidroperédxidos de Sigma (Sigma,
San Louis, USA). El método estd basado en que Fe?" pasa a Fe*" en
pH acido. El Xylenol orange es un colorante sensible la oxidaciéon
del Fe?, asi la coloracién naranjada determina la cantidad hidrope-
roxidos. Las lecturas de densidad éptica se realizaron en microplacas
a 560 nm de longitud de onda. Los datos se expresan en nmol/ml
de plasma mediante una curva patrén con perdxido de hidrégeno.

Alfa-tocoferol

Basandonos en el método de Kroger y Klingenberg?, se extrajo el
a-tocoferol utilizando una mezcla de metanol:éter de petréleo 60:40
(v/v). Las concentraciones plasméticas de a-tocoferol fueron determi-
nadas mediante cromatograffa liquida de alta presion (HPLC) en fase
reversa, siguiendo el método descrito por MacCreham?, utilizando
una columna Spherisorb S5 ODS | (Merck, Alemania) y etanol:agua
bidestilada a 97:3 (v/v) como fase mévil. El instrumento utilizado fue un
Beckman Gold System, con un detector Diode array 168 (Fullerton, USA)
y un horno de columna (Beckman), conectado a un inyector automatico
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Waters (Milford, USA) 717 plus Autosampler. Los datos se expresan en
nmol/ml de plasma mediante una curva patrén a partir de esténdares
puros de a-tocoferol.

Andlisis estadistico

Se comprobd la normalidad de la distribucion de los datos a través
del test de Shapiro-Wilk, y la homogeneidad de varianzas con el test de
Levene. Las comparaciones entre grupos por altitud, sexo y ejercicio se
realizaron a través de una ANOVA de un factor, con comparaciones post
hoc utilizando el test de Bonferroni. Para este analisis se utilizé el paquete
estadistico SPSS 18.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, USA); los resul-
tados se consideraron estadisticamente significativos para p<0,05. Los
resultados se muestran como la media + el error estandar de la media.

Resultados

En el grupo de hombres en la situacién de reposo, los TBARS
descendieron significativamente (20,78+8,36 nmol/ml; p<0,03) con la
exposicion a hipoxia; mientras que los hidroperdxidos disminuyeron sin
que llegue a darse significacién estadistica (1,85+1,01 nmol/ml). Tras la
sesion de entrenamiento, debido a la situacion hipdxica la concentra-
cion de hidroperodxidos descendid significativamente 2,27+0,93 nmol/
ml (p<0,03) y la de TBARS disminuyd 14,1348,36 nmol/ml en el grupo
de nadadores varones.

En normoxia apreciamos diferencias significativas debidas al sexo,
donde los hombres mostraron mayor cantidad de marcadores de pe-
roxidacién lipidica en reposo (20,54+8,36 nmol/ml de TBARS, p<0,03,
y 2,16+0,87 nmol/ml de hidroperdxidos en plasma, p<0,03) (Figura 1).

La exposicion aguda a una altitud moderada produjo un descenso
en la cantidad de a-tocoferol en plasma. En los hombres descendié sig-
nificativamente 23,06+4,26 nmol/ml en reposo (p<0,001) y 25,87+4,26
nmol/mltras el esfuerzo (p<0,001); mientras que en el grupo de mujeres,
descendi6 7,80+4,26 nmol/ml en reposo y 19,51+4,26 nmol/ml tras el
esfuerzo siendo éste Ultimo estadisticamente significativo (p<0,001). En
cuanto a las diferencias por sexo, en la situacién de reposo a 2.320 m
de altitud, las mujeres tuvieron 9,58+4,26 nmol/ml de a-tocoferol en
plasma mas que los hombres (p<0,05) (Figura 2).

La sesion de entrenamiento no modifico el estrés oxidativo en este
grupo de nadadores bien entrenados. Las caracteristicas de los sujetos
participantes del estudio se muestran en laTabla 1,y los resultados de
los indicadores de intensidad de la sesién de entrenamiento en laTabla 2.

Discusion y conclusiones

La sesion de entrenamiento no produjo diferencias relevantes en
el estatus oxidativo de los nadadores bien entrenados; lo que podria
atribuirse a apropiadas adaptaciones de su sistema de defensa antioxi-
dante?* a que la intensidad de la sesion de entrenamiento fue mediay
sobre todo a la larga duracion de la misma (90 minutos). En un estudio
reciente, Kabasakalis et al?, investigaron en nadadores los efectos de
una ultramaratén (15 km) y tampoco observaron incrementos ni en la
concentracion plasmética de TBARS ni en la capacidad antioxidante
plasmatica total, y concluyeron que la baja intensidad y la larga duracion
no estan asociados con el dafo oxidativo.

Figura 1. Valores medios + error estandar de la media de las con-
centraciones plasmaticas de TBARS e hidroperéxidos.
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Figura 2. Valores medios + error estandar de la media de la con-
centracion plasmatica de a-tocoferol.
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Sin embargo, nuestros resultados muestran un descenso de los
marcadores de peroxidacion lipidica debido a la exposiciéon aguda a
una altitud moderada (2.320 m) de los nadadores, aunque de forma sig-
nificativa sélo en varones. Como se ha comentado previamente, varios
estudios muestran resultados discrepantes”'''® que podrian atribuirse a
diferencias en el tiempo de exposicidn (prolongado o intermitente frente
a una Unica exposicion aguda) o a la altitud que, en nuestro disefo, es
inferior al de la mayoria de estudios.

No obstante, nuestros resultados parecen estar en contra de la hi-
pdtesis propuesta por Clanton?, segun la cual el aumento de formacion
de ROS tendria una distribucion bimodal en funciéon de la presion parcial
de oxigeno intracelular, generada tanto en hipoxia como en hiperoxia.
También podria ocurrir que si exista un incremento de ROS en nuestros
nadadores, pero que por nuestras condiciones experimentales (90
minutos de entrenamiento de intensidad media), los mecanismos de
defensa podrian operar sin que aparezcan incrementos concomitantes
de los marcadores de peroxidacion lipidica.

Tabla 1. Caracteristicas fisicas de los sujetos participantes en el
estudio. EEM: error estandar de la media.

Hombres Mujeres
Parametro Media EEM Media EEM
Edad (anos) 21,00 = 2,12 2400 = 1,78
Peso (kg) 6060 =+ 1,99 7320 = 517
Estatura (cm) 16580 =+ 1,62 176,00 + 3,44
Masa grasa (%) 1394 + 0,46 1082 + 0,52
"n" 5 5

Por otra parte, el descenso de los marcadores de estrés oxidativo
de origen lipidico debido a la hipoxia fue acompafado de un fuerte
descenso del a-tocoferol. Este descenso de antioxidantes no enzima-
ticos ha sido asociado a un aumento del estrés oxidativo® y parece
operar como mecanismo de defensa, movilizando antioxidantes no
enzimaticos desde plasma hacia las membranas de los tejidos activos
por la actividad fisica®*, mas concretamente movilizando a-tocoferol*!
y coenzima-Q, * hacia membranas mitocondriales.

Nuestros resultados parecen indicar que la exposicién aguda a alti-
tud moderada inducirfa un rdpido mecanismo de defensa, consistente
en la movilizacién de a-tocoferol desde el pool plasmatico hacia las
membranas celulares. No obstante, habria que dilucidar en préximas
investigaciones cuales serian los mecanismos inductores en respuesta
a la hipoxia y por cuanto tiempo persistirian. Por otro lado, nuestros
datos reflejan que en normoxia, las mujeres generan menor cantidad
de peroxidacion lipidica que los hombres, pero estas diferencias parecen
atenuarse en la altitud moderada. Asi, las mujeres parecen tener una me-
jor capacidad antioxidante que los hombres, pero una peor activacion
por la hipoxia del mecanismo de movilizacion de los antioxidantes del
plasma a los tejidos. Pocos estudios analizan las diferencias en el estrés
oxidativo en funcién del sexo en una situacion hipéxica, por lo que
resultan necesarias futuras investigaciones al respecto.
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Tabla 2. Indicadores de intensidad del esfuerzo en reposo y tras la sesién de entrenamiento. EEM: error estandar de la media.

Hombres Mujeres

Parametro Condicion Media EEM Media EEM
Velocidad de nado (m/s) Normoxia Reposo - - - -
Esfuerzo 1,31 + 0,05 1,16 + 0,02
Hipoxia Reposo - = = =
Esfuerzo 1,30 i 0,06 1,16 4= 0,02
Frecuencia cardiaca (ppm)  Normoxia Reposo 74,00 + 6,50 76,00 + 4,50
Esfuerzo 168,56 + 3,20 172,03 + 1,83
Hipoxia Reposo 71,83 ik 4,75 66,60 2= 3,93
Esfuerzo 166,94 + 5,83 171,22 + 2,89
Lactato (mmol/l) Normoxia Reposo 1,70 + 0,09 1,48 + 0,12
Esfuerzo 5,33 + 0,62 5,38 + 0,69
Hipoxia Reposo 1,68 ak 0,22 1,32 + 0,12
Esfuerzo 8,70 + 1,30 8,64 + 1,06
Hematocrito (%) Normoxia Reposo 50,00 e 0,77 40,33 £t 1,76
Esfuerzo 49,67 + 0,88 40,17 + 1,47
Hipoxia Reposo 48,83 ok 0,83 41,50 e 1,43
Esfuerzo 50,17 + 0,40 42,20 + 1,28

e 5 5
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