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RESUMEN

El entrenamiento deportivo produce cambios en todos los sistemas del
cuerpo; los lipidos son parte de esos sistemas y dentro de ellos los AG, que
constituyen el grupo de los lipidos mas sencillos, con importantes funciones

en el organismo.

En cuanto al ejercicio fisico, la literatura disponible muestra que,
ademas de modificar las concentraciones de los lipidos en los tejidos, este
también cambia el perfil de sus acidos grasos, por otro lado, la realizacion del
mismo implica la posibilidad de una excesiva produccion de radicales libres.
El mayor efecto producido por los radicales libres en los lipidos es la
peroxidacién lipidica de los acidos grasos poliinsaturados, que provoca una

disfuncion en las membranas celulares de las que forman parte.

Para combatir el ataque de los radicales libres, las células disponen de
unos mecanismos de defensa denominados sistemas antioxidantes,
enzimaticos y no enzimaticos. Cuando estos sistemas son incapaces de
neutralizar las acciones oxidativas se producird en mayor o menor medida un

dafo celular.
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El futbol es uno de los deportes mas practicados en todo el mundo.
Son numerosos los trabajos que han descrito el rendimiento fisico en el fatbol
masculino en los ultimos afos, y otros tantos lo han relacionado con la salud.
Desde el punto de vista fisiolégico, el futbol es un deporte en el que se realiza

un alto porcentaje del esfuerzo en zona de transicion aerébica-anaerdbica.

Se han encontrado estudios para valorar el perfil lipidico en la
membrana eritrocitaria en deportes como la lucha, boxeo, balonmano,
baloncesto, otros tantos han tratado de observar tanto la respuesta aguda
como crénica del ejercicio fisico sobre estos pardmetros de estrés oxidativo y
la respuesta antioxidante, pero no se han encontrado evidencias cientificas de
ningun deporte en plaguetas, ni que permitan correlacionar los mismos con

los acidos grasos y el futbol en la membrana eritrocitaria y plaguetaria.

Por ello, se realiz6 un estudio descriptivo cuyo objetivo fue examinar
los efectos del entrenamiento fisico sobre los porcentajes de AG y los
sistemas antioxidantes no enzimaticos en la membrana eritrocitaria y
plaquetaria, y analizar las adaptaciones en los jovenes. En el estudio
participaron un total de 44 sujetos divididos en 2 grupos: un grupo de sujetos
entrenados (GE), formado por 22 futbolistas de categoria juvenil, con un plan
de entrenamiento regular de 10 horas/semana, durante los ultimos 5 afios, y

un grupo de no entrenados (GNE) formado por 22 sujetos que no realizan
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entrenamiento fisico de forma sistematica. La determinacion de los AG se
realizd mediante cromatografia de gases, mientras que para los sistemas
antioxidantes no enzimaticos se utilizé la cromatografia liquida de alta presion
(HPLC) se obtuvieron niveles mas altos en el grupo (E) en los AG 12.0 ( 0,31
+ 0,35 vs. 0,03 £ 0,04 %, p =0,001) y en el indice de n-6/n-3 ( 8,74 + 5,20 vs.
4,29+ 1,09, p=0,001), vy los niveles mas bajos en el 22.6 ( 3,00 £ 3,51 vs.
508 + 1,44 % , p = 0,01 ) también en el grupo (E). Se concluye que el
entrenamiento de futbol durante 10 horas a la semana causa cambios en los
niveles de AG en la membrana de los eritrocitos y plaquetas, en la

peroxidacion lipidica y en los sistemas antioxidantes Vitamina C y E.
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1. INTRODUCCION

1.1 ACIDOS GRASOS

Los acidos grasos (AG) constituyen el grupo de los lipidos mas
sencillos, participan en la sintesis de otros lipidos y son una fuente de energia
guimica. Aunque se encuentran en cantidades muy grandes como
componentes fundamentales de los lipidos saponificables, en las células y en
los tejidos, en estado libre (no esterificados) aparecen solamente en trazas.
Se han aislado unas 100 clases diferentes de AG procedentes de diversos
lipidos de animales, vegetales y microorganismos. Todos ellos poseen una
cadena hidrocarbonada larga con un grupo carboxilo terminal. La cadena
hidrocarbonada puede ser saturada, en cuyo caso los enlaces son simples,
como el AG palmitico (16:0) o insaturados con un doble enlace como el oleico
(18:1) o poliinsaturados; mas dobles enlaces, como ocurre en el AG linoleico
(18:2); y existen unos cuantos AG con hasta 6 doble enlaces (22:6). Los AG
difieren entre si, en primer lugar, por la longitud de su cadena, y también por
el nimero y la posicién de sus dobles enlaces. Asi, el AG palmitico (saturado,
de 16 carbonos), se representa por 16:0 y el AG oleico (de 18 carbonos y un
doble enlace (cis) entre los carbonos 9 y 10) se representa simbolicamente

por 18:1n9. (Nelson et al., 2001).

En el ser humano, los AG mas abundantes poseen un nimero par de
atomos de carbono, con cadenas de longitud comprendidas entre los 12, 14,

22, 24 0 mas atomos de carbono, aunque predominan los de 16 a 18 4tomos.
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Entre los AG saturados los mas comunes son palmitico (16:0) y el estearico

(18:0), y entre los AG insaturados el oleico (18:1) y linoleico (18:2n6).

Los AG forman parte de los fosfolipidos y glucolipidos, moléculas que
constituyen la bicapa lipidica de todas las membranas celulares. En los
mamiferos, incluido el ser humano, la mayoria de los AG se encuentran en
forma de triglicéridos, moléculas donde los extremos carboxilicos (-COOH) de
tres AG se encuentran esterificados con cada uno de los grupos hidroxilos (-

OH) del glicerol (glicerina) y almacenados en el tejido adiposo (grasa).

Existe diferencia entre los efectos que producen en la salud humana

los distintos AG que se pueden encontrar en los alimentos (Gago et al., 2007):

AG saturados (SFAS)

Este tipo de AG presentes en la grasa de la leche de rumiantes, aceite
de coco o palma, incrementan la concentracion total de colesterol total y del

LDL en plasma.

AG monoinsaturados (MUFAS)

Mayoritariamente se encuentran en grasas animales (monogastricos) y
en algunos aceites vegetales como el de oliva o colza. Tienen un efecto

positivo sobre la salud, reducen el nivel de LDL colesterol en plasma.

AG poliinsaturados (PUFAS)

Este tipo de AG tienen un efecto hipocolesterolémico, se ha

demostrado su eficiencia en la prevencion de enfermedades cardiovasculares,
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en la reduccion del crecimiento de distintos tumores, asi como efectos

antiinflamatorios y en el desarrollo del cerebro y de las funciones mentales.

Dentro de los AG insaturados existen dos familias bien diferenciadas: la
familia n-6 y la familia n-3. La familia n-6 deriva del AG linoleico, con dos
dobles enlaces, y se caracteriza por tener su primer doble enlace en carbono
namero 6 de la cadena. La familia n-3 deriva del AG a-linolénico (ALA), con
tres dobles enlaces, cuyos acidos grasos tienen su primer doble enlace en
carbono numero 3 de la cadena. Tanto el linoleico como el a-linolénico son
acidos grasos esenciales, ya que no pueden ser sintetizados por el organismo
y, por tanto, deben ser aportados en la dieta. Los diferentes nimeros y
posiciones de los dobles enlaces de la cadena confieren a los acidos grasos
diferentes propiedades fisiol6gicas derivadas de su metabolismo, lo que hace
qgue la relacion entre los &cidos grasos n-6 y n-3 de la dieta sea muy
importante. El acido linoleico se metaboliza a acido araquidénico (20:4) y el a-
linolénico da lugar al acido eicosapentaenoico (EPA) (20:5) y al &cido
docosahexaenoico (DHA) (22:6). Todos ellos emplean las mismas rutas
metabdlicas y compiten por las mismas enzimas elongasas y desaturasas

para formar los AG finales (Garcia, 2013).

Ademas de ser una fuente de energia, las familias de PUFA, se
incorporan a las membranas celulares, donde son precursores de los

eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos y leucotrienos),

Pablo Jesus Iglesias Sanchez 39



gue intervienen en numerosos procesos fisioldgicos tales como la coagulacion
de la sangre o las respuestas inflamatoria e inmunolégica. En general, los
eicosanoides sintetizados a partir de la familia de n-3 tienen menor actividad
antiinflamatoria que los eicosanoides derivados de la familia n-6. Al aumentar
los n-3, también puede incrementarse la produccion de eicosanoides de estas
formas menos activas. La cantidad de acidos grasos n-6 y n-3 determina los
tipos y cantidades de eicosanoides en el organismo, lo cual influye
potencialmente en todos los procesos en los que intervienen. La importancia
de estos nutrientes para el organismo radica en la pluripotencialidad de su
efecto biolégico, de modo que realizan su accion cardioprotectora a través de
varios mecanismos relacionados con la modulaciébn de la inflamacion
sistémica, la mejora del perfil lipidico, una accién antiarritmica y efectos

antitromboticos.

En general, el consumo de &cidos grasos n-3 se ha asociado con una
disminucion de la inflamacion (Mishra et al., 2004; Calper y Grimble., 2002) y
una mayor estabilidad de la placa aterosclerética (Thies et al., 2003). Este
efecto podria estar basado en la reduccion de la expresiéon de moléculas de
adhesion (Schaefer et al., 2008; De Caterina et al., 2004), disminuyendo la
infiltracion de monocitos/macrofagos de las células endoteliales activadas o
bien a través de la reduccion de la produccion de moléculas del tipo del
leucotrieno B (Lee et al.,, 1985). También se ha demostrado en diversos

estudios, que la ingesta de AG n-3 proporciona una mejor respuesta
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vasomotora dependiente del endotelio (Balk et al., 2006; Nishizawa et al.,

2006, Tagawa et al., 2002; Tagawa et al., 1999).

Sobre el metabolismo lipidico producen una reduccion en los niveles
plasmaticos de triglicéridos TG (Calder., 2004), a través de una disminucion
de la sintesis hepatica de VLDL, incremento de su lipolisis periférica,
inhibicién de la sintesis y la secrecion de quilomicrones y una aceleracién en
el aclaramiento postprandial de los TG. Pero, ademas su consumo reduce el
acumulo de colesterol libre y esterificado en la pared arterial, disminuyendo la

infiltracion por macréfagos y la inestabilidad de la placa (Seo et al., 2005).

Debido a estos efectos beneficiosos para la salud se recomienda un
consumo minimo de este tipo de grasas, asi como una relacibn maxima de
AG n-6 y n-3 para favorecer la sintesis de productos activos de estos ultimos

a partir de sus precursores.

Como ya hemos visto anteriormente, existe una correlacion
demostrada entre los AG y la salud. Asi, las altas concentraciones de AG
saturados pueden tener potencialmente efectos nocivos en la salud, mientras
gue los AG insaturados pueden jugar un papel protector (Woodside y
Kromhout, 2005). Estos, actualmente se estan utlizando para regular
enfermedades humanas, tales como la obesidad, diabetes, cancer y

complicaciones cardiovasculares (Wakil y Abu-Elheiga, 2009).
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A continuacion, se presenta una tabla con los AG mas importantes el

hombre y sus respectivos nombres.

Tabla 1. Nomenclatura de AG mas importantes en el hombre.

AG Nombre Comun
12:0 Laurico

14.0 Miristico

16:0 Palmitico

16:1 Palmitoleico

18:0 Esteérico

18:1:C Oleico

18:1:T Elaidico

18:2.6 Linoleico

18:3.6 y-linolénico

18:3.3 a-linolénico

20:3.6 Eicosadienoico

20:4.6 Araquidonico

20:5.3 Eicosapentaenoico (EPA)
24:0 Lignocérico

24:1 Nervonico

22:5.3 Docosapentaenoico
22:6.3 Docosahexaenoico (DHA)

Pablo Jesus Iglesias Sanchez 42



1.1.1 ACIDOS GRASOS Y EJERCICIO FiSICO

El ejercicio fisico supone una situacion de estrés o pérdida del
equilibrio interno para el organismo, que provoca la produccion por parte del
organismo de los llamados radicales libres (RL). Estas especies reactivas de
oxigeno presentan una alta reactividad frente a los AG poliinsaturados
(PUFAs), pudiendo dafar las estructuras ricas en ellos, como las membranas
celulares y las lipoproteinas (Cheeseman y Slater, 1993; Halliwell y Cross,
1991). Las caracteristicas de esta oxidacion lipidica por parte de los RL,
suponen una reaccion en cadena en la que el AG al oxidarse, se convierte en
radical de AG con capacidad de oxidar a otra molécula vecina. Este proceso
es conocido como peroxidacion lipidica (PxL) (Catala, 2013; Yoshida et al.,
2013). El proceso de peroxidacion lipidica se inicia mediante el radical
hidroxilo, el radical hidroperoxilo y quiz& el oxigeno singlete. El radical extrae
un atomo de hidrégeno de uno de los carbonos metileno de la cadena de
acidos grasos, dejando un electrén no apareado, con lo cual genera un radical
lipidico (Halliwell, 1994). Este radical lipidico sufrira un reordenamiento
molecular para producir un dieno conjugado, que reacciona con el oxigeno
molecular produciendo un radical hidroperoxido. Este radical puede a su vez
extraer un atomo de hidrégeno de un carbono metileno de otro acido graso
poliinsaturado para formar un nuevo radical lipidico y un hidroperéxido
lipidico. El radical lipidico entonces se combina con otra molécula de oxigeno
y dara lugar a una reaccion en cadena. De este modo, el ataque por un solo
RL da lugar a la formacion de un gran niamero de especies activadas, lo cual
desemboca en la oxidacion de una gran cantidad de sustancias (Halliwell,

1994; Cheeseman y Slater, 1993; Halliwell y Cross, 1991). Es en los lipidos
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de las membranas celulares donde se produce el dafio mayor afectando a sus
estructuras ricas en AG poliinsaturados, ya que se altera la permeabilidad de
la membrana celular y se produce edema y muerte celular. Factores no
dietéticos, como la absorcion, el metabolismo, los determinantes genéticos y
el estilo de vida, pueden afectar a las concentraciones de AG en los tejidos

humanos (Willet, 1998).

La peroxidacion lipidica representa una forma de dafio histico que
puede ser desencadenado por el oxigeno, el oxigeno singlete, el perdxido de
hidrogeno y el radical hidroxilo. Los AG insaturados son componentes
esenciales de las membranas celulares, por lo que se cree son importantes
para su funcionamiento normal; sin embargo, son vulnerables al ataque
oxidativo iniciado por los radicales libres del oxigeno (Jerlick et al., 2000;

Reylli y Burkley, 1990).

El ejercicio fisico, ademas de modificar las concentraciones de los
lipidos en los tejidos, también cambia su perfil de AG, asi la realizacién de
ejercicio fisico agudo provoca un aumento en la cantidad de AG
monoinsaturados (MUFAS) en plasma, mientras que la realizacion de ejercicio
fisico cronico parece incrementar la proporcién de PUFAs y AG saturados,
mientras que disminuye la proporcion de MUFAs del tejido adiposo,
adicionalmente el ejercicio cronico parece disminuir la cantidad de AG
insaturados en los lipidos del higado de los seres humanos (Nikolaidis y
Mougios, 2004). En este mismo estudio se concluye que, en general, los

efectos del ejercicio son independientes de la nutricion.
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También, se ha demostrado que el entrenamiento y el ejercicio fisico
agudo disminuyen los PUFAs en la membrana eritrocitaria, debido a la

peroxidacion lipidica (Sumikawa et al., 1993).

Centrandonos en el deporte objeto de estudio de esta tesis, se
considera el fatbol como uno de los deportes méas practicados en todo el
mundo. Son numerosos los trabajos que han descrito el rendimiento fisico en
el fatbol masculino en los ultimos afios (Stolen et al., 2005), sin embargo, no
se han realizado hasta el momento estudios en los cuales se correlacione los
sistemas antioxidantes no enzimaticos y los AG con la préactica del futbol en
jovenes, es por ello que seria interesante conocer que adaptaciones se
producen en la membrana plaquetaria y eritrocitaria en jévenes que

practiguen este deporte.

Actualmente se conocen los efectos que producen los diferentes AG
gue se pueden encontrar en la dieta, sabemos que los alimentos afectan
directamente a la membrana plasmatica, pero que no tienen efecto directo
sobre la membrana plaquetaria y eritrocitaria, en este sentido, se conoce que
la vida media de los AG en el tejido adiposo se estima en 680 dias (Dayton et
al., 1966), mientras que la de los eritrocitos es de 120 dias (Arab, 2003) y la
de las plaquetas en 9-10 dias (Harker, 1977), por lo tanto, los eritrocitos son

células mas adecuados para reflejar la ingesta a largo plazo y las plaquetas a
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corto plazo en relacion al plasma (Hodson et al., 2014; Albert et al., 2002;

Smedman et al., 1999).

Recientemente se han realizado algunos estudios observando los
efectos de diferentes deportes sobre la membrana eritrocitaria, concretamente
en waterpolo y fatbol en mujeres deportistas (Arsic et al., 2012), en nadadores
(Ney et al.,, 2009) y en boxeadores amateurs (Tepsic et al., 2013),
concluyendo que el ejercicio modifica el perfil de los diferentes AG, ademas
afecta fundamentalmente a la fluidez y al grado de rigidez de la misma
(Aguilar et al., 2012), mientras que en la membrana plaquetaria no se han
encontrado evidencias cientificas que permitan correlacionar esta matriz con

ningun tipo de ejercicio fisico.

1.2 SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Como ya hemos comentado anteriormente, para contrarrestar el ataque
de los RL y el consecuente dafio celular, el organismo cuenta con unos
mecanismos de defensa, conocidos como “sistemas antioxidantes”, cuyo
objetivo es mantener el estado de equilibrio que existe entre oxidantes y

antioxidantes (Evans y Halliwell, 2001).

A su vez, los sistemas antioxidantes, segun su naturaleza, podemos
diferenciarlos en dos sistemas: enzimaticos y no enzimaticos. Entre los
sistemas antioxidantes enzimaticos se encuentran las enzimas superoxido

dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPX). Como
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antioxidantes no enzimaticos destacamos las vitaminas E (a-tocoferol), C
(acido ascorbico), y A (retinol), siendo la ingesta de alimentos fuente
importante de ellas (Watson et al., 2005; Laursen, 2001; Powers y Lennon,
1999). Los antioxidantes exdégenos no enzimaticos actian como moléculas
suicidas, ya que se oxidan al neutralizar al radical libre, por lo que la
reposicion de ellos debe ser continua, mediante la ingestion de los nutrientes

gue los contienen (Gutiérrez, 2002).

1.2.1. VITAMINA A

La vitamina A, de naturaleza liposoluble, participa en numerosas
funciones primordiales en el ser humano, teniendo un rol muy importante en la
agudeza visual, la proliferacion y diferenciacion celular, en la accion
antioxidante y en la actividad inmunoldgica, su funcién es la de neutralizar el

oxigeno singlete (Gutiérrez, 2002).

El término vitamina A representa terminolégicamente al retinol y los
carotenoides, que son, respectivamente, el antecedente y los precursores de
la vitamina A. El B-caroteno tiene una actividad antioxidante cinco veces

mayor que la del retinol (Ribeiro Nogueira et al., 2009).

1.2.2 VITAMINA E

La vitamina E es el antioxidante soluble en lipidos mas conocido por su

capacidad para inhibir la peroxidacion lipidica debido a la eliminacion de las
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especies reactivas de oxigeno (ERO) y por preservar las membranas
celulares (Schurks et al.,, 2010). Sus funciones son neutralizar el oxigeno
singlete, capturar radicales libres hidroxilo, capturar O, y neutralizar peréxidos
(Gutierrez, 2002). En condiciones normales, el estado reducido de las LDL es
mantenido por la vitamina E, que también actia regulando reacciones
inflamatorias y vias metabdlicas, incluyendo la agregacion plaquetaria (Engin,

2009; Kirmizis y Chatzidimitriou, 2009).

1.2.3 VITAMINA C

La vitamina C o acido ascorbico, al contrario que las anteriores, es una
vitamina soluble en agua e insoluble en lipidos. Es conocida como un agente
reductor, ya que tiene la capacidad de trabajar como un antioxidante en los
procesos de oxidacion de los radicales libres. También tiene la capacidad de
reducir la actividad redox de metales como el cobre y el hierro, incluso
pudiendo incrementar la actividad quimica pro-oxidante de estos metales. De
este modo, el ascorbato puede participar como un pro-oxidante o un
antioxidante. Normalmente, en concentraciones bajas de ascorbato, éste
tiende a ser un pro-oxidante, mientras que a altas concentraciones, tendera a
ser un antioxidante (Mandl et al., 2009). Sus funciones son neutralizar el
oxigeno singlete, capturar radicales libres de hidroxilo, capturar O, y

regenerar la forma oxidada de la vitamina E (Gutierrez, 2002).
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1.2.4 SISTEMAS ANTIOXIDANTES Y EJERCICIO FISICO

Los sistemas antioxidantes se han relacionado con el ejercicio en
diferentes estudios, sin embargo en la vitamina A no se han encontrado
evidencias en las que se midan las adaptaciones en sujetos entrenados, Si
bien, si se han visto estudios que muestran incrementos significativos de los
niveles de esta vitamina, a causa del ejercicio fisico (Aguilo et al., 2005;
Aguilo et al., 2003; Margaritis et al., 2003), aunque por otra parte, también se
ha observado un descenso de estos niveles en plasma tras realizar un

esfuerzo maximo (Olcina et al., 2006).

En cuanto a los efectos de un esfuerzo fisico de intensidad moderada
en la vitamina A a nivel eritrocitario, se han observado descensos, sin
alcanzar la significacion estadistica, debido seguramente a su utilizacion en la
neutralizacion de radicales libres de oxigeno, derivados del incremento de

VO, durante la prueba de esfuerzo (Ramel et al., 2004).

Por otra parte la respuesta de la vitamina E ha sido observada tras la
realizacion de esfuerzos de diversas intensidades, tal y como se observo en
un grupo de sujetos entrenados tras una prueba de esfuerzo maxima, los
niveles eritrocitarios de esta vitamina sufrieron un descenso, aunque sin llegar
a la significacion estadistica, encontrando valores mas bajos de este
parametro que en plasma, ya que en el interior celular podrian actuar de

forma mucho mas notoria las enzimas antioxidantes como la SOD, cuya

Pablo Jesus Iglesias Sanchez 49



actividad se incrementa como consecuencia de la produccion del anion
superoéxido, y por lo tanto, la utilizacion de esta vitamina seria menor
(Marzatico et al., 1997). En cualquier caso, el descenso podria ser atribuible a
su actuacion cuando otros sistemas antioxidantes no son capaces de
neutralizar los radicales libre de oxigeno responsables de la peroxidacion

lipidica (Bowles et al, 1991).

En relacion a la respuesta tras la disputa de un partido de fatbol, se
produce un descenso de los niveles en neutréfilos de vitamina E, catalasas y
de la actividad de la GPX, incrementando la actividad de la Glutatién

Reductasa (Tauler et al., 2008).

Por el contrario, otro estudio muestra como en linfocitos, tras un
entrenamiento de 60 minutos de futbol, los niveles de vitamina E en plasma
aumentan significativamente tras entrenamientos de intensidad media y alta
(Sureda et al., 2009). En cuanto a la respuesta eritrocitaria de esta vitamina
ante esfuerzos de intensidad maxima, encontramos descensos
estadisticamente significativos (Koz et al., 1992). Este descenso podria ser
debido a su utilizacién para combatir la produccion de radicales libres, aunque
no se han encontrado estudios que hagan referencia a este suceso. Otra
explicacion, podria ser la salida de vitamina C al plasma, ya que a nivel

celular existe un incremento en la actividad enzimatica antioxidante (Mena et
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al., 1991), que constituye la primera barrera para combatir la produccion de

ERO.

En lo que respecta a la practica del futbol, tras un entrenamiento de 60
minutos con futbolistas profesionales, se ha observado como la vitamina C
sufre un descenso significativo en linfocitos después del ejercicio en los
grupos de mayor intensidad en comparacion con los valores iniciales (Sureda

et al., 2009).

En cuanto a las adaptaciones producidas, en un estudio en el que se
compara niveles de marcadores antioxidantes de futbolistas profesionales y
sujetos sedentarios, se observa que los valores en &acido ascorbico son

significativamente superiores (p<0,01) en futbolistas (Cazzola et al., 2003).

Atendiendo a las adaptaciones producidas por el ejercicio en los
sistemas antioxidantes, gran cantidad de estudios han observado que la
actividad fisica practicada de manera regular puede llegar a reducir los
valores relativos de estrés oxidativo y mejorar la capacidad antioxidante total
del organismo (Radak et al., 2001; Mena et al., 1991; Robertson et al., 1991;
Alessio y Goldfarb, 1988). Otros autores examinaron los niveles de diferentes
marcadores antioxidantes de corredores con un alto grado de entrenamiento,
moderadamente entrenados y sujetos sedentarios, llegando a la conclusion
que la capacidad antioxidante era mejor en los corredores con un alto grado

de entrenamiento (Jakovljevic et al., 2011). Los motivos de esta afirmacion es
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gue los de mayor grado de entrenamiento tenian mayor cantidad de vitamina
E eritrocitaria, glutation y actividad de la catalasa, existiendo una relacion
significativa positiva entre los metros recorridos semanalmente y la actividad

antioxidante de las enzimas eritrocitarias.

En cuanto a la adaptacion de futbolistas varones, se ha observado en
un estudio en el que se comparan los niveles basales de un grupo de éstos y
un grupo de control. Los resultados obtenidos muestran que los indices
plasmaticos de estrés oxidativo y los niveles de lipidos hidroperdxidos
encontrados de ambos grupos eran similares (p>0.05). Sin embargo, la
capacidad antioxidante total promedio del grupo de estudio fue mayor en

comparacién con el grupo control (p<0,05) (Yamaner, 2009).

Siguiendo con estudios en este deporte, en esta ocasion en eritrocito,
se valora la actividad antioxidante a partir de la medicion de la enzima SOD,
en futbolistas jovenes, siendo estos valores significativamente superiores

(p<0,001), en este grupo respecto al grupo control.

Resulta también significativo un estudio en el que se midio la actividad
antioxidante total, a las 24 horas, a las 48 horas y a las 72 horas después de
un partido de fatbol, habiendo un incremento significativo a lo largo de la

recuperacion (13-67%, p <0.05) (Fatouros et al, 2010).
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2. OBJETIVOS

A raiz de la revision bibliografica realizada, los objetivos planteados en la

presente tesis doctoral fueron los siguientes:

1. Estudiar los efectos de la préactica continuada de futbol sobre

los niveles de los &cidos grasos eritrocitarios y plaquetarios de los

sujetos entrenados y no entrenados.

2. Analizar el efecto del entrenamiento sobre la peroxidacion lipidica y
los sistemas antioxidantes no enzimaticos (acido ascorbico y

atocoferol) de los sujetos entrenados y no entrenados.

3. Relacionar los niveles de acidos grasos en eritrocitarios y plaquetas

con el grado de entrenamiento deportivo.
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3. MATERIAL Y METODO

3.1 MATERIAL

3.1.1 INSTRUMENTAL UTILIZADO:

- Agitador. P-selecta.

- Bafio calentador. Raypa.

- Centrifugadora meditronic. P-Selecta.

- Columna capilar SGE-BPX70 de m.x I.D. mm. X 0,25 m Film.
- Columna HPLC Brownlee OD-MP de 10 cm x 4,6mm.
- Electrocardiografo. Cardioline.

- Termobloque. P-Selecta.

- HPLC. Spectra Series P 100.

- Microcentrifugadora. Alresa.

- PC Pentium IV. Software Windows XP.

- Balanza de precision. ADA 120/L.

- Bascula de pesaje y tallimetro. SECA.

- Columna C18 de 15 cm x 4.7mm.

- Columna Facer TRB-1. Teknokroma.

- Congelador. Lynx.

- Dispensador de agua mL Q.

- Espectrofotografo. UNICAM 5625.
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- Gradillas Portatubos.

- Microcentrifugadora Biofuge pico. Heraus.
- Paguimetro. Holtain.

- Periféricos informaticos. Hewlett Packard.
- Pipetas Gilson 100 pl.

- Pipetas Wiley 1000 pl.

- Probetas 100-500-1000 mL.

- TermOémetro y medidor de hemedad modelo Huger. Hom For.
- Vortex: Heidolph. Reax.

- Ph-metro. Crison.

- Pipetas Gilson 5000 pl.

- Plicometro. Holtain.

- Termobloque. P-Selecta.

3.1.2 MATERIAL FUNGIBLE

- Parafilm.

- Tubos de ensayo plastico 10 mL.

- Tubos de ensayo cristal con tapon de rosca 10 mL.
- Puntas de plastico para pipetas.

- Tubos eppendorf 1 mL.
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- Palomillas Vacutainer 23 G.

- Algodon.

- Tubos de ensayo cristal 10 mL.

- Tubos de ensayo plastico 5 mL.

- Guantes de latex.

- Tubos extraccion de sangre 10 mL LH Vacutainer.
- Esparadrapo.

- Capilares 25 pyL Na-Hp.

3.1.3 SUJETOS DE ESTUDIO

Conforman la muestra de este estudio un total de 44 sujetos, divididos en 2

grupos:

- Sujetos Entrenados (GE), formado por 22 futbolistas de categoria

juvenil pertenecientes al grupo V de Division de Honor Nacional. Se
tratan de deportistas semi-profesionales con un plan de entrenamiento
regular de 10 horas/semana, que llevan practicando este deporte

durante los ultimos 5 afios.

- Sujetos No Entrenados (GNE) formado por 22 sujetos que no siguen

un plan de entrenamiento sistematico durante al menos los ultimos 6

meses.
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Todos ellos fueron informados y aceptaron su participacion voluntaria
mediante la firma de un consentimiento informado, al amparo de las directrices
éticas de la declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial
(actualizadas en la Asamblea Médica Mundial de Seudl 2008), para la

investigacion con seres humanos.

Para su inclusion en el estudio, tenian que cumplir los siguientes criterios:

Ser varén

- No seguir ninguna dieta especial ni suplementos vitaminicos.

- No padecer ninguna lesion ni haber estado enfermos durante el

desarrollo de la investigacion.

- En el caso de los sujetos entrenados, realizar un plan de
entrenamiento semanal de al menos 10 horas/semana y con una

experiencia de al menos 5 afos.

- En el caso de los sujetos no entrenados, no realizar actividad fisica
mas de 3 horas/semana, es decir, obtener una puntuacion baja en el

cuestionario internacional de actividad fisica (IPAQ).

Inicialmente se les pasé el cuestionario (IPAQ), version corta traducida
(Booth, 2000), a todos los sujetos del estudio. Esto nos permitié saber las horas
de actividad fisica de todos los sujetos, y asi poder definir los grupos del estudio.

A cada sujeto se le realizaron una serie de preguntas referentes a la actividad
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fisica que desarrolla y la intensidad de la misma, obteniendo una puntuacion,

gue nos permite clasificar a los sujetos.

3.2. METODOS

3.2.1 DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS

Para la determinacion de los AG se tomaron muestras de sangre de la
vena antecubital en tubos de cristal de 10 mL con EDTA en reposo a los dos

grupos, después de un periodo de ayuno de 12 horas.

Determinacion de AG en eritrocitos: una vez extraidas las muestras de

sangre 5 mL eran inmediatamente centrifugadas a 3000 rpm durante
10 minutos, se retiraba todo el plasma y se procedia al lavado
eritrocitario con cloruro sédico al 0,9% tres veces. Los niveles de AG en
eritrocitos fueron determinados mediante la técnica descrita por Lepage y

Roy (1986).

Determinacion de AG en plaguetas: los restantes 5 mL eran

inmediatamente centrifugadas a 1800 rpm durante 8 minutos, Yy
posteriormente se procedia a la retirada del plasma rico en plaquetas
(PRP) cercano a los eritrocitos y ese PRP era centrifugado a 3000 rpm
durante 10 minutos, se les retir6 todo el plasma y a las plaquetas se les

afiadio 0,5 mL de agua miliQ, siendo determinados los AG mediante la
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técnica descrita por Lepage y Roy (1986) como en el caso de los

eritrocitos.

Para el estudio cromatografico se empleé un cromatografo de gases HP-
5890 Series Il. La columna utilizada fue una columna capilar BPX70, 50m x

0,22mm ID, espesor de pelicula 0,25 um, Cromlab (Barcelona. Spain).

La temperatura inicial del horno se mantuvo a 170°C durante 15 minutos y
se aument6 gradualmente hasta 190°C durante 15 minutos a una velocidad de
3°C/minuto, hasta 245°C durante 30 minutos. El gas inerte utilizado es Helio (He)
a una velocidad de flujo de 1,0 mL/minuto. La cantidad de FAME analizada no
debe exceder de 60 ng individual o 150 ng en total para evitar la sobrecarga de
la columna. El inyector se utiliza en el modo sin division, su temperatura se fija
en 300°C y un flujo de purga de 6 mL/minuto se aplica 0,5 minutos después de la

inyeccién. Un detector de ionizacion de llama (FID) se utiliza y se fijé en 250°C.

La identificacibn de los AG se llevd a cabo por comparacion de los
tiempos de retencion de los derivados metilados de los AG estudiados, con los
AG patrones, en las mismas condiciones cromatograficas y utilizando el

parametro de retencion relativa al patrén interno.

El patron interno elegido fue el AG heptadecanoico, por ser una sustancia
similar a las analizadas y estar bien situado en el cromatograma, no interfiriendo
con otros picos de la muestra. El resultado de los AG se expresa en forma de

porcentaje respecto al total.
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3.2.2 INDICES ACIDOS GRASOS

Tras la obtencion de los valores de los AG se procedio al célculo de los

siguientes indices:
- AG Saturados (SFAs): 12.0+14.0+16.0+18.0+24.0
- AG Monoinsaturados (MUFASs): 16.1+18.1+18.1T+24.1
- AG Poliinsaturados (PUFAs n-6):18.2.6+18.3.6+20.3.6+20.4.6
- AG Poliinsaturados (PUFAs n-3): 18.3.3+20.5.3+22.5.3+22.6.3
- AG Poliinsaturados totales (PUFAS): PUFAs n-6 + PUFASs n-3
- Indice n-6/ n-3= PUFAs n-6/PUFAs n-3
- indice de desaturacion A9: 18:1/18:0
- Indice de desaturacion A6 = 18:2/18:1
- Indice de desaturacién A5 = 20:4.6/C20:3.6
- Indice Peroxidacion lipidica 1 (Ipxl 1): 20:4.6/12.0
- Indice Peroxidacion lipidica 2 (Ipxl 2): 22:6.3/12:0
- Indice Peroxidacion lipidica 3 (IpxI 3): 20:4.6/16.0

- Indice Peroxidacion lipidica 4 (Ipx| 4): 22:6.3/16:0
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El indice n-6/n-3 nos expresa el coeficiente entre los AG totales n-6 y los
n-3, que guarda relaciéon con la estabilidad de la membrana celular (Dise,

Goodman y Rassmusen, 1980).

Los indices “(A)” hacen referencia a la actuacion de las desaturasas,
enzimas responsables de la desaturacion de AG formando dobles enlaces, por lo
tanto, juegan un papel importante en la conversion de AG saturados en
insaturados. Por su parte, los Ipxl informan acerca de la ruptura de los AG de
cadena larga en otros de cadena corta como consecuencia del dafio oxidativo.

(Halliwell y Gutteridge, 1985).

3.2.3 DETERMINACION DE ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

Respecto al estudio de los sistemas antioxidantes, centramos nuestro
trabajo en la respuesta de los sistemas antioxidantes no enzimaticos,

concretamente de las vitaminas C, y E.

VITAMINA C

Esta vitamina actlia como antioxidante en medios acuosos al ser vitamina
hidrosoluble. Para su determinacién se utilizé la cromatografia liquida de alta

presion (HPLC) segun la técnica descrita por Manoharan y Schwille (1994).

A 100 pL de eritrocitos se le afiaden 100 uL de acido perclérico al 10%
mezclado con acido metafosférico al 1% agitandose en vortex durante 30

segundos y conservando en nevera durante 20 minutos. Posteriormente se
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afiaden 200 pL de fase movil y se centrifuga a 12000 r.p.m durante 2 minutos.
Se recogen 20 uL de sobrenadante siendo inyectados para la determinacién de
la vitamina C mediante HPLC. Para el analisis de plaquetas utilizamos 200 uL de

la solucién de plaguetas y se siguen todos los pasos comentados para los

eritrocitos.

La columna utilizada fue una C18 de 11 cm de longitud y 4,7 mm de
diametro interno, usando como fase movil fosfato aménico 20 mM: 0,015%
metafosforico a un flujo de 1 mL/minuto. La deteccion se realiz6 a una longitud

de onda de 240 nm.

Teniendo en cuenta el factor de dilucién de la muestra y utilizando una
recta patron construida con acido ascoérbico comercial, se puede calcular la

concentracion eritrocitaria y plaguetaria en ug/mL de vitamina C en la muestra.

VITAMINA E

Estas vitaminas actian como antioxidantes en medios lipidicos como es
la membrana celular, al ser vitaminas liposolubles. Para su determinacion se
utilizé la cromatografia liquida de alta presion (HPLC) segun la técnica descrita

por Shearer (Shearer, 1986) resefiada a continuacion.

A 100 pL de plaquetas se le afiaden como patrén interno 100 uL de
acetato de o—tocoferol en etanol (50 mg/L) agitdndose en vortex durante 30
segundos. A continuacion, se le afiade 200 pL de n—hexano y se agita de nuevo

durante otros 30 segundos. Posteriormente se agita mecanicamente durante 10

Pablo Jesus Iglesias Sanchez 67



minutos para proceder a una centrifugacion a 12000 rpm durante 5 minutos. Una
vez finalizada la centrifugacion se extrae la capa superior y se seca en corriente
de N, a 37° C. Inmediatamente antes de medir por HPLC se reconstituye en 100
uL de etanol, inyectandose 20 uL para la determinacion de la vitamina E. Como
en el caso anterior para su determinacion en plaquetas partimos de 200 uL de

solucion de plaquetas.

La columna utilizada fue una Brownlee OD-MP de 10 cm de longitud y 4,6
mm de diametro interno, usando como fase movil diclorometano en metanol 7%
(v/v) a un flujo de 1 mL/minuto. La deteccion se realizé a una longitud de onda

de 292 nm.

Mediante la comparacion de &reas con el patron interno, se puede
calcular la concentracion plaquetaria y eritrocitaria en pg/mL de vitaminas Ay E

en la muestra.

3.2.4 ANALISIS ESTADISTICO

El tratamiento estadistico de los resultados ha sido realizado mediante el
programa estadistico “Statistical Package for de Social Sciences” (SPSS) 19.0

para Windows.

Para comprobar la normalidad de los datos, se realizaron las pruebas de
Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilks. Para el andlisis de los datos, se ha

utilizado la prueba paramétrica T para muestras independientes. Se han
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aceptado como significativas aquellas diferencias con una probabilidad de ser
debidas al azar menor al 5%(p<0,05). Los resultados se expresan como la media

+ |a desviacion estandar.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ANTROPOMETRIA

En la tabla 2 se muestran las diferencias que existen entre el grupo de

entrenados y el grupo control, en cuanto a edad, peso, altura, pliegues

cutaneos, perimetros musculares y porcentajes graso, muscular y 6seo.

Tabla 2. Caracteristicas antropométricas y ergoespirométricas del grupo de

entrenados y no entrenados.

GE GNE Significacion

Edad (afios) 17,86 £ 0,36 18,23 + 0,49 0,09
Peso (Kg) 69,86 + 4,53 72,10 + 8,56 0,05*
Altura (m) 1,78 £ 0,54 1,68 £ 0,39 0,22
VO2 (ml/min/Kg) 61,02 + 4,35 45,61 + 4,95 0,00**
Abdominal (mm) 12,03 + 3,03 19,01 + 8,48 0,00**
Suprailiaco (mm) 8,45 + 2,07 15,77 £ 6,73 0,00**
Subescapular(mm) 10,09 + 1,98 14,26 + 5,87 0,03*
Tricipital (mm) 9,01 +2,82 23,84 + 38,79 0,00**
Muslo (mm) 12,55 + 3,92 15,90 £ 5,51 0,15
Pierna (mm) 8,43+ 3,01 9,86 £ 4,06 0,07
Per. Brazo (cm) 27,05+ 2,00 29,68 + 2,10 0,10
Per. Pierna (cm) 36,87 £ 1,75 35,97 + 4,65 0,01**
% Graso 9,43+ 1,08 14,40 + 6,23 0,03*
% Muscular 48,05+ 0,84 44,95 + 0,85 0,02*
% Oseo 18,42 + 1,43 16,55 + 0,57 0,04*
% Residual 24,1+0,00 24,1+0,00 0,33

(**p<0,01) (*p<0,05) en comparacién entrenados vs no entrenados.

En ella, podemos observar diferencias significativas entren ambos
grupos en la variable peso, (p<0,05), presentando el grupo de “entrenados

(GE)” menor peso con respecto al grupo “no entrenados (GNE)”. En cuanto a

Pablo Jesus Iglesias Sanchez 73



los pliegues cutaneos, se observan diferencias significativas en el pliegue
abdominal, suprailiaco, tricipital (p<0,01) y subescapular (p<0,05), obteniendo
valores inferiores el grupo “GE” con respecto al grupo de los “GNE”. Por otra
parte, encontramos diferencias significativas en el perimetro de la pierna
(p<0,01), siendo mayores los valores en el grupo “entrenados”. Cabe destacar
las diferencias significativas encontradas en el % graso y el % muscular
(p<0,05), observandose en los sujetos entrenados valores mas elevados de %
muscular y por el contrario valores mas bajos de % graso que los sujetos no
entrenados. Estos resultados muestran una especificidad hacia la practica del
futbol, tal y como demuestran otros estudios en los que se han obtenido
valores similares en los pardmetros anteriormente descritos (Miranda et al.,

2013; Vantinen et al., 2011; Tahara et al., 2006)

Para una mejor valoracion y seguimiento del estudio separaremos los
resultados de eritrocitos y plaquetas, realizando las discusiones también por

separado.

3.2 RESULTADOS ERITROCITOS

Las concentraciones encontradas en los porcentajes de los diferentes
acidos grasos estudiados se muestran en la Tabla 3. Los resultados muestran
una diferencia (p <0,01) en el acido laurico, acido graso de cadena corta
(12:0) entre los grupos E y el NE, con concentraciones mucho mas altas en el

GE. Se encontraron diferencias (p <0.05) en el acido docosahexanoico (DHA,
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22:6.3), con concentraciones mas altas en los sujetos no entrenados, tal y

como podemos observar en la tabla 3.

Tabla 3. Valores en porcentajes de &cidos grasos intraeritrocitarios en sujetos

entrenados y no entrenados.

GE GNE Significacion
12:0 0,31+ 0,35 0,03 + 0,04 0,00**
14:0 0,16 +£ 0,08 0,43+1,02 0,22
16:0 20,76 + 11,47 18,34 + 0,85 0,33
18:0 16,19 + 4,46 16,24 + 0,92 0,96
24:0 6,35 + 2,02 7,01+ 1,67 0,24
16:1 0,17 £ 0,08 0,21 + 0,09 0,13
18:1.C 12,39 + 39 11,40 = 0,80 0,16
18:1.T 0,44 + 0,23 0,53+ 0,39 0,33
24:1 6,85+ 0,73 5,98 + 3,23 0,22
18:2.6 11,51 £ 2,23 10,62 + 1,18 0,11
18:3.6 0,08 + 0,07 0,12 £ 0,23 0,53
20:3.6 1,80 + 0,62 1,74 + 0,47 0,71
20:4.6 18,31+ 3,35 18,81 + 0,92 0,51
18:3.3 0,45+ 0,18 0,47 £ 0,04 0,67
20:5.3 0,88 +1,21 0,73+0,28 0,60
22:5.3 1,21 +1,53 1,39 £ 0,45 0,59
22:6.3 3,00+ 3,51 5,08 +1,44 0,01**

(**p<0,01) (*p<0,05) en comparacion entrenados vs no entrenados.

En la tabla 4 aparecen los resultados de las concentraciones totales de
los acidos grasos. Los sujetos mas entrenados tenian concentraciones mas
altas de acidos SFA, sin embargo, tenian concentraciones mas bajas en los
PUFAs. Los acidos grasos n-6 mostraron porcentajes mas altos en los E que

en los NE, pero sin significacidon estadistica.
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Tabla 4. Valores en porcentajes de SUFAs, MUFAs, PUFAs n6 y n3 eritrocitarios en
sujetos entrenados y no entrenados.

GE GNE Significacion
SFAs 43,78 + 8,95 42,06 + 1,29 0,38
MUFAS 18,97 + 3,61 18,98 + 0,87 0,99
PUFAs 37,25+ 6,38 38,96 + 1,03 0,22
PUFAS n-6 31,71 + 5,52 31,29 + 1,29 0,06
PUFAS n-3 5,54 + 4,75 7,67 1,65 0,73

(**p<0,01) (*p<0,05) en comparacién entrenados vs no entrenados.

Los resultados obtenidos en la relacion n-6/n-3 y los indices de
desaturacion (A) se reflejan en la Tabla 5. Se pueden detectar diferencias
significativas (p <0,01) en el indice n-6/n-3 entre el GE y el GNE, siendo més

alto en el GE.

Tabla 5. Valores en areas de los indices deltas e indices n-6/n-3 en eritrocitos de

sujetos entrenados y no entrenados.

GE GNE Significacion
indice n-6/n-3 8,74 + 5,20 4,29 + 1,09 0,00**
indice A 9 1,94 + 581 0,70 + 0,06 0,32
indice A 6 0.92 + 0.63 0.93+0.71 0.71
indice A 5 10,79 + 2,79 11,45+ 2,57 0,42

(**p<0,01) (*p<0,05) en comparacion entrenados vs no entrenados.
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Los resultados obtenidos en los indices de peroxidacion lipidica (LpxI)
se muestran en la tabla 6. En ella observamos que ambos indices eran

significativamente superiores (p<0,01) en el GE respecto al GNE.

Tabla 6. Valores de los indices de peroxidacion lipidica (Ipx|) eritrocitarios en sujetos

entrenados y no entrenados.

GE GNE Significacion
LpxI 1 (20:4.6/12.0) 76,54 + 30,90 241,3 + 60,38 0,00**
Lpxl 2 (22:6.3/12.0) 11,47 £ 2,52 66,64 + 2,74 0,00**
Lpxl 3 (20:4.6/16.0) 1,00 + 0,28 0,03 £ 0,05 0,00**
Lpxl 4 (22.6.3/16:0) 0,20+ 0,34 0,01 + 0,02 0,01**

(**p<0,01) (*p<0,05) en comparacion entrenados vs no entrenados.

Los resultados obtenidos para los antioxidantes no enzimaticos
vitamina C y E se muestran en la tabla 7. En ella, vemos como los valores
intraeritrocitarios de ambas vitaminas son muy significativamente (p<0,001)

mas bajos en el GE que en el GNE.

Tabla 7. Valores de las vitaminas C y E intraeritrocitarias en los grupos de estudio.

GE GNE Significacion
Vitamina C (mg/L) 360,50 + 75,86 545,90 + 174,80 0,00**
Vitamina E (mg/L) 42,18 £ 6,10 52,64 + 11,34 0,00**

(**p<0,01) (*p<0,05) en comparacion entrenados vs no entrenados.
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Las correlaciones entre el grado de entrenamiento y los diferentes

acidos grasos, los diferentes indices analizados y los antioxidantes no

enzimaticos en la membrana eritrocitaria, se presentan en las Tablas 8 y

Tabla 9.

Tabla 8. Correlaciones entre el grado de entrenamiento y los acidos grasos, SUFAs,
MUFAs y PUFAs n-3 y n-6 en eritrocitos.

Correlacion Significacion
de Pearson
12.0 0,51 0,00**
14.0 -0,19 0,21
16.0 0,15 0,33
18.0 -0,01 0,96
24.0 -0,18 0,24
16.1 -0,23 0,13
18.1.C 0,22 0,16
18.1.T -0,15 0,33
24.1 -0,19 0,22
18.2.6 0,25 0,11
18.3.6 -0,10 0,53
20.3.6 0,06 0,70
20.4.6 -0,10 0,51
18.3.3 -0,06 0,69
20.5.3 0,09 0,59
22.5.3 -0,08 0,60
22.6.3 -0,37 0,01*
SFAs 0,14 0,38
MUFAs -0,00 0,99
PUFAs -0,19 0,22
PUFAs n-6 -0,29 0,06
PUFAs n-3 0,05 0,73

(**p<0,01)(*p<0,05) en comparacion entrenados vs no entrenados.

En la tabla 8, observamos una muy alta correlacién positiva entre el

acido Laurico (12.0) (p<0,00), vy el nivel de entrenamiento en el sentido de

gue los sujetos entrenados presentan mas Laurico que los sujetos con menor
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grado de entrenamiento. Ademas, existe una alta correlacién entre el acido
docosahexaenoico (22.6 n-3) (p<0,01), pero en este caso negativa, en el
sentido de que cuanto mas entrenado estan los sujetos menores

concentraciones de este acido existe en la membrana eritrocitaria.

Tabla 9. Correlaciones entre el grado de entrenamiento y los indices n3/n6, indices

deltas, de peroxidacion lipidica y las vitaminas E y C en eritrocitos.

Correlacion Significacion

de Pearson
indice n6/n3 0,52 0,00
Delta A 9 0,15 0,32
Delta A5 -0,13 0,42
Lpxl 1 (20.4.6/12.0) 0,66 0,00**
Lpxl 2 (22.6.3/12.0) 0,79 0,00**
Lpxl 3 (20.4.6/16.0) 0,93 0,00**
Lpxl 4 (22.6.3/16.0) 0,37 0,01*
Vitaminas C -0,58 0,00**
Vitaminas E -0,51 0,00**

(**p<0,01)(*p<0,05) en comparacion entrenados vs no entrenados.

Como se puede observar en la Tabla 9, se obtuvieron correlaciones
positivas significativas en los indices n-6/n-3 (p<0,001) y de Ipxl (p<0,001) con
el entrenamiento. También, se obtuvo una relacion inversa (p <0,001) entre

las vitaminas intraeritrocitarias C y E y el grado de entrenamiento.
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4.3 DISCUSION ERITROCITO

En primer lugar, indicar que el estudio se realiz6 al inicio de la
temporada deportiva después de tres meses de descanso en el caso de los
futbolistas, con solo dos semanas de entrenamiento. Ademas, antes de la
toma de muestra los sujetos de ambos grupos descansaron de cualquier
actividad durante 3 dias. Con ello queremos llamar la atencion que no existen
influencias sobre los futbolistas del efecto agudo de un partido de futbol o de
una sesion de entrenamiento, que podrian alterar los resultados en relacion a

la influencia del entrenamiento cronico al que se someten los futbolistas.

Uno de los factores que pueden influir en la composicion de los acidos
grasos en las células es la dieta (Garaulet et al., 2001; Helge et al., 2001). Los
efectos de la ingesta de acidos grasos en la membrana de eritrocitos estan
bien documentados (Takkunen et al., 2013). Es por eso que la dieta fue
parcialmente controlada en esta investigacién. En primer lugar, ninguno de los
participantes siguié ningun plan nutricional especifico y ninguno de ellos tomo
suplementos de minerales/vitaminas/acidos grasos. En segundo lugar, porque
los grupos participantes GE y GNE habian estado viviendo en la misma area
geografica reducida y habian seguido una dieta mediterranea similar durante

al menos dos afos antes del dia de las extracciones de sangre.

En consecuencia, la variabilidad en el tipo de alimentos consumidos y
en las rutinas nutricionales fue minima. Ademas, el GE habian estado

fisicamente inactivos durante los ultimos tres meses, y habian estado
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siguiendo un plan de consumo calorico de mantenimiento, a fin de mantener
un nivel de aptitud adecuado para la siguiente pretemporada y evitar
aumentos en el peso corporal. En consecuencia, el plan nutricional de ambos

grupos fue similar.

En este sentido, los resultados de este estudio muestran que el
ejercicio fisico aerdbico-anaerdbico sistematico a largo plazo causa cambios
antropometricos, como se muestra en la Tabla 2. EI GE mostr6 mayor %
muscular (p <0,05) y menor % grasa (p <0,05) que el GNE. Este menor % de
grasa y el mayor % muscular en el GE podrian estar relacionados con el
aumento del metabolismo de los lipidos como fuente de energia (Heyward,
2008; Willmore y Costill, 2007). Estos resultados son consistentes con los
obtenidos en otro estudio entre hombres de edad similar que estaban llevando
a cabo un programa de entrenamiento de futbol durante 10 semanas, y

obtuvieron reducciones del % de grasa en un 4,72% (Miranda et al., 2013).

Es bien sabido que el entrenamiento fisico regular induce cambios en
la composicion de &cidos grasos. En este sentido, Helge et al. (2001)
observaron diferencias en los &cidos grasos de los fosfolipidos de las
membranas musculares después de un periodo de entrenamiento de 4
semanas. Andersson et al. (1998) inform6é modificaciones en varios acidos
grasos como consecuencia de un periodo de entrenamiento de 10 semanas.
Estos datos manifiestan una relacion real entre el entrenamiento fisico y la
composicién de acidos grasos en las membranas. Experimentalmente, esta

investigacion difiere de los estudios mencionadas anteriormente porque esta
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poblacién deportiva ha estado practicando entrenamiento especifico similar
por periodos mas largos (mas de 24 meses). Las modificaciones informadas
en esta investigacion podrian implicar adaptaciones bioquimicas crénicas
como consecuencia de las demandas especificas aerdbico-anaerobicas del

futbol mantenidas durante largos periodos de tiempo.

En este sentido, se reconoce al eritrocito como una matriz adecuada
para investigar las adaptaciones fisioldgicas a largo plazo, en comparacion
con el plasma (Hodson et al., 2014; Arab, 2003; Albert et al., 2002; Smedman
et al.,, 1999; Dayton et al., 1966). La composicion de acidos grasos de las
membranas de eritrocitos desempefia un papel muy importante en la
proteccion de la integridad celular durante el ejercicio fisico extenuante. Estas
condiciones pueden producir un alto estrés en las células del cuerpo, incluidos
los eritrocitos, por medio de especies reactivas de oxigeno o radicales libres
(ROS). Los metabolitos producidos durante el ejercicio extenuante obligan a
las células a adaptar su composicion para controlar estas situaciones y
aumentar el rendimiento. Cuando estos estimulos se mantienen durante
largos periodos de tiempo, el cuerpo humano desarrolla adaptaciones
fisioldgicas para evitar dafios a su organismo al practicar deporte (fatbol en el
caso de estos participantes). Por lo tanto, se puede afirmar que los
fosfolipidos y los acidos grasos juegan un papel importante en las
adaptaciones bioquimicas de las membranas celulares contra el dafio

inducido por el ejercicio.
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En nuestro estudio el GE presentd niveles mas altos (p<0,01) del AG
12:0 y mas bajos del 22:6.3 (p = 0,01) que el GNE. No se han encontrado
estudios que relacionen la realizacion de ejercicio con el AG 12:0. Sin
embargo, el AG 22:6.3 se considera como uno de los acidos grasos
esenciales, y esté directamente relacionado con la presion arterial (Mori et al.,

1999).

Para la explicacion de estos resultados pueden ayudar informes
previos. Asi, Arsic et al. (2012) realizdé un andlisis comparativo de los perfiles
de &cidos grasos en las membranas de los eritrocitos en jugadoras femeninas
de futbol y waterpolo, siendo ambas modalidades de ejercicios energéticos
similares (aerdbica-anaerdbica); encontraron una proporcion
significativamente mayor de acido oleico (18:1C) en el grupo de futbolistas
gue en el grupo control. En los deportes anaerdbicos, como el boxeo, se
registraron valores inferiores predominantes de &cido linoleico (18:2.6) en
comparacién con el grupo control (Tepsic et al.,, 2013). Por otro lado, en
deportes como el waterpolo, hubo una disminucién del AG estearico (18:0) y
un aumento del palmitico (16:0) y palmitoleico (16:1) entre los deportistas en
comparacion con el grupo control y los grupos de jugadores de fatbol (Arsic et

al., 2012).

Estos hallazgos sugieren que la composicion de acidos grasos entre
los deportistas varia de acuerdo con el deporte practicado y no se pueden
extraer conclusiones claras sobre los perfiles de acidos grasos y deportes, ya
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gue parece gue cada acido graso mostré una respuesta diferente a cada tipo

de ejercicio.

Este hecho fue especialmente notable entre las jugadoras de futbol
femenino, cambiando en un estudio el acido oleico (18:1C), mientras que en
otro estudio, también entre jugadores de fatbol profesional, fué el palmitoleico

(16:1) el modificado (Tepsic et al., 2009).

Los resultados obtenidos en este estudio muestran valores mas altos
de SFA y PUFAs n-6 y n-3 mas bajos en los participantes entrenados que en
los no entrenados (Tabla 4). A pesar de que no se obtuvieron diferencias
significativas, estos resultados concuerdan con los encontrados en otros
estudios donde se practico ejercicio aerdbico-anaerdbico, uno entre jugadores
de baloncesto, con una respuesta similar en SFA y PUFA n-6 (Tepsic et al.,
2009), y entre boxeadores con similar tendencia en SFA (Tepsic et al., 2013).
Por lo tanto, si se tienen en cuenta los estudios previos, se puede afirmar que
existe un cambio claro en los SFA y n-6 en respuesta al ejercicio aerdbico-

anaerobico.

Los PUFASs juegan un papel importante en la proteccion del organismo
(Woodside et al., 2005). Los AG n-3 reducen los triglicéridos plasmaéticos, la
frecuencia cardiaca en reposo y la presion arterial y, ademas de mejorar el
llenado vy la eficacia del miocardio, reducir la inflamacion y mejorar la funcion
vascular (Mozaffarian y Wu, 2011). Estos datos revelan un claro beneficio

saludable de la practica de ejercicio aerobico-anaerdbico.
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Ademas, se obtuvieron diferencias significativas en el indice n-6/n-3
(indice omega-3) y los indices de desaturacion (A) (Tabla 5) entre el GE vy el
GNE, siendo los valores més altos (p <0.01) en el GE. Tepsic et al. (2013)
encontré una mayor relacion n-6/n-3 en los boxeadores en comparacion con
los del grupo de control; se demostré que la relacion n-6/n-3 modula los
procesos de inflamacion y autoinmunidad. Recientemente se ha demostrado
gue los bajos niveles séricos en la relacion PUFAs n-6/n-3 inducen beneficios
para la salud, mientras que las relaciones mas altas pueden desarrollar
efectos adversos (Yang et al.,, 2016). En este sentido, los datos obtenidos
podrian reflejar posibles condiciones adversas inducidas por el ejercicio en los
deportistas. Los indices de desaturacion no sufrieron cambios significativos

con el entrenamiento.

Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en los indices
Lpxl asociados a acidos grasos de cadena corta (12:0) con valores aun mas
altos en los sujetos entrenados. El dafio oxidativo a los lipidos de la
membrana es el factor mas importante para disminuir la fluidez de la
membrana (Shigenaga et al., 1994). El mayor dafio causado por los radicales
libres es la peroxidacion de los PUFAs, que causa mal funcionamiento de las

membranas celulares (Cheeseman et al., 1993; Halliwell et al., 1991).

El aumento del AG 12:0 en el GE podria tener dos posibles
explicaciones. El primero podria deberse a una peroxidacion lipidica de los
PUFAs n3, y esto podria ser necesario para aumentar la rigidez de la

membrana de los eritrocitos, que se somete a una gran presion capilar
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durante la actividad fisica. La segunda explicacion para esto podria ser que el
entrenamiento de alta intensidad llevado a cabo por los jugadores de futbol
podria afectar los niveles del sistema antioxidante celular para protegerlos
contra la actividad ROS. En este sentido, las menores concentraciones
intraeritrocitarias de vitamina C y E en el GE (Tabla 7), estarian en relacion
con esta ultima posibilidad comentada. El descenso en ambas vitaminas en
los futbolistas podria ser debido al uso que como antioxidantes tendria que
realizar los eritrocitos para defenderse el exceso de ROS producidos por los

deportistas.

Las correlaciones entre los acidos grasos, los diversos indices, las
vitaminas C y E y el grado de entrenamiento se muestran en la Tabla 8 y en la
Tabla 9. Los datos obtenidos en la tabla 8 muestran una correlacion positiva
entre los niveles del AG 12:0 y el entrenamiento en el sentido de que cuanto
mas entrenamiento se realiza mayores son estos valores. Por el contrario, se
presentaron correlaciones negativas con las concentraciones del AG 22:6.3.
El indice omega n-3, presentd una muy significativa correlacion positiva con el

entrenamiento, indicando una gran dependencia del mismo.

Los indices de Lpxl, tanto n-6 como n-3, presentaron una alta
correlacién con el entrenamiento lo que podria indicar una destruccién de los
acidos grasos de cadena larga 22:6.3 y 20:4.6 como resultado de la
peroxidacion lipidica en los futbolistas debido al entrenamiento que realizan.
Estos datos acompafiados de una muy significativa (p=0.00) inversa

correlacién entre las concentraciones intraeritrocitarias de vitaminas C y E,
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con el grado de entrenamiento indicarian que se produce con el
entrenamiento un alto grado de estrés oxidativo en los eritrocitos que no
podrian mantener las enzimas antioxidantes teniendo que utilizar los
antioxidantes no enzimaticos vitaminas C y E para esas funciones. Por tanto,
el aumento del estrés oxidativo al que esta sometido el eritrocito del futbolista
al practicar deporte produce un aumento de la peroxidacion lipidica
(Sumikawa et al., 1993), que destruiria sobre todo los &cidos grasos de
cadena larga como el 22:6.3 que en nuestro estudio eran significativamente

menores que en el GNE.
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4.4 RESULTADOS PLAQUETAS

En la tabla 10, se muestran los porcentajes de los acidos grasos en las
plaguetas. En ella observamos unos valores inferiores (p<0,05) de los PUFAs
n-3 en los futbolistas, concretamente en el 18:3.3 (p<0,001), 20:5.3 (p<0,05) y
del 22:6.3 (p<0,05), también, se observan concentraciones inferiores del 24:0
(p<0,001). Por otra parte observamos cambios significativos en los valores de
los PUFAs n-6 en los futbolistas, siendo superiores el 18:2.6 (p<0,05) e
inferiores en el 20:3.6 (p<0,001) con respecto al grupo control, asi como

valores mas elevados en el 16:1 (p<0,05) en los futbolistas.

Tabla 10. Valores en porcentajes de acidos grasos intraplaguetarios en sujetos
entrenados y no entrenados.

GE GNE Significacion
12:0 4,43+8,04 1,32+2,61 0,09
14:0 0,82+1,04 0,42+0,29 0,09
16:0 14,19+3,26 12,46+3,83 0,11
18:0 11,17+3,35 11,35+3,32 0,86
24:0 1,81+1,41 4,63+3,97 0,00**
16:1 0,40+0,28 0,27+0,10 0,04*
18:1.C 13,38+4,05 13,41+3,93 0,98
18:1.T 1,06%£2,48 0,28+0,38 0,15
24:1 4,97+£10,02 5,58+3,07 0,79
18:2.6 16,21+6,06 12,71+4,06 0,03*
18:3.6 0,73+1,79 0,30+0,20 0,27
20:3.6 1,32+0,61 1,96+0,72 0,00**
20:4.6 17,835,111 18,46+3,07 0,62
18:3.3 0,76+0,44 1,35+0,50 0,00**
20:5.3 0,96+2,62 2,40+2,67 0,04
22:5.3 4,06+9,82 4,84+3,84 0,73
22:6.3 2,94+4,15 4,11+2,35 0,04

(**p<0,01) (*p<0,05) en comparacién entrenados vs no entrenados.
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En la tabla 11 aparecen los resultados de las concentraciones totales
de los acidos grasos. Los sujetos mas entrenados tenian concentraciones
mas altas de acidos SFA, sin embargo, tenian concentraciones mas bajas en
los PUFAs. Los acidos grasos n-6 mostraron porcentajes mas altos en los E
que en los NE, pero sin significacion estadistica, sin embargo, los acidos
grasos n-3 presentaron significacion estadistica obteniendo valores mas bajos

los sujetos entrenados (p<0,05).

Tabla 11. Valores en porcentajes de SUFAs, MUFAs, PUFAs n6 y n3 plaquetarios en
sujetos entrenados y no entrenados.

GE GNE Significacion
SUFAs 32,43+9,16 30,19+4,07 0,30
MUFAs 19,81+9,44 19,55+2,81 0,90
PUFAs 44,82+9,33 46,15+3,76 0,54
PUFAs n-6 36,10+10,28 33,44+6,13 0,22
PUFAs n-3 8,72+12,65 12,71+8,28 0,04

(**p<0,01) (*p<0,05) en comparacion entrenados vs no entrenados.

Los resultados obtenidos en la relacion entre los &cidos grasos n-6/n-3
y los indices de desaturacion (A), en las plaquetas, se reflejan en la Tabla 12.
Se pueden detectar diferencias significativas (p <0,01) en el indice n-6/n-3
entre el GE y el GNE, siendo més alto en el GE. Los indices A5 (p=0.03) y A6
(p=0.04) eran superiores en los sujetos entrenados respecto a los sujetos no

entrenados.
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Tabla 12. Valores en de los indices deltas e indices n-6/n-3 en plaquetas de sujetos

entrenados y no entrenados.

GE GNE Significacion
Indice n-6/n-3 9,97 + 9,00 4,56 + 3,50 0,01**
indice A 9 1,65+ 2,10 1,19 + 0,19 0,32
indice A 6 1.21+0.97 0.94 +0.96 0.04
indice A5 18,03 + 13,37 11,10 + 5,26 0,03*

(**p<0,01) (*p<0,05) en comparacion entrenados vs no entrenados

Los resultados obtenidos en los indices de lipoperoxidacion (Lpxl) se
muestran en la tabla 13. En ella observamos que ambos indices eran
similares en ambos casos, mostrando diferencias significativas el indice Lpxl 3

(20.4.6/16.0) (p<0,02).

Tabla 13. Valores en areas de los indices de peroxidacion lipidica (Lpxl) plaquetarios
en sujetos entrenados y no entrenados.

GE GNE Significacion
Lpxl 1 (20.4.6/12.0) 4,76 + 9,26 1,89 + 3,28 0,18
Lpx| 2 (22.6.3/12.0) 0,56 + 1,60 0,65+1,23 0,82
LpxI 3 (20.4.6/16.0) 1,00 = 0,28 0,03 + 0,05 0,02*
Lpxl 4 (22.6.3/16.0) 0,28 + 0,66 0,44 + 0,39 0,35

(**p<0,01) (*p<0,05) en comparacion entrenados vs no entrenados.

Los resultados obtenidos para los antioxidantes no enzimaticos
vitamina C y E se muestran en la tabla 14. En ella, vemos como los valores
plaquetarios de ambas vitaminas son significativos (p<0,01), siendo mas alta

en el GE que en el GNE.
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Tabla 14. Valores de las vitaminas C y E intraplaguetarias en los grupos de estudio.

GE GNE Significacion
Vitamina C (mg/L) 120,48 + 46,80 30,23 + 13,43 0,00**
Vitamina E (mg/L) 57,06 + 11,13 31,70+ 8,76 0,00**

(**p<0,01) (*p<0,05) en comparacién entrenados vs no entrenados.

El estudio de correlaciones entre el grado de entrenamiento y los
acidos grasos, los diferentes indices estudiados y las vitaminas E y C en

plaquetas estan reflejados en la tabla 15y 16.

Tabla 15. Correlaciones entre el grado de entrenamiento y los acidos grasos,
SUFAs, MUFAs y PUFAs n3 y n6 en plagquetas.

Correlacion Significacion
de Pearson
12:0 -0,26 0,09
14:0 -0,26 0,09
16:0 -0,24 0,11
18:0 0,03 0,86
24:0 0,44 0,00**
16:1 -0,31 0,04*
18:1.C 0,01 0,98
18:1.T -0,22 0,15
24:1 0,04 0,79
18:2.6 -0,33 0,03*
18:3.6 -0,17 0,27
20:3.6 0,44 0,00**
20:4.6 0,08 0,62
18:3.3 0,54 0,00**
20:5.3 0,27 0,08
22:5.3 0,05 0,73
22:6.3 0,18 0,25
SUFAs 0,16 0,30
MUFAs 0,02 0,90
PUFAs -0,10 0,54
PUFAs n-6 0,16 0,30
PUFAs n-3 -0,19 0,22

(*p<0,05; p<0,01) en comparacién entrenados vs no entrenados.
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En la tabla 15 observamos una alta correlacion positiva entre el acido
Lignocérico (24:0) (p<0,00), Eicosadienoico (20:3:6) (p<0,00), a-linolénico
(18:3:3) (p<0,00), y el grado de entrenamiento, por el contrario una correlacion

inversa con el &cido Palmitoleico (16:1) (p<0,04).

Tabla 16. Correlaciones entre el grado de entrenamiento y los indices n3/n6, indices
deltas, de peroxidacion lipidica y las vitaminas E y C en plaquetas.

Correlacion Significacion

de Pearson
indice n6/n3 0,38 0,02*
Delta A9 0,15 0,32
Delta A5 0,33 0,03*
Lpxl 1 (20.4.6/12.0) 0,21 0,18
Lpxl 2 (22.6.3/12.0) -0,04 0,82
Lpxl 3 (20.4.6/16.0) -0,35 0,02*
Lpxl 4 (22.6.3/16.0) -0,14 0,35
Vitaminas C 0,80 0,00**
Vitaminas E 0,79 0,00**

(**p<0,01)(*p<0,05) en comparacion entrenados vs no entrenados.

Como se puede observar en la Tabla 16, se obtuvieron correlaciones
positivas significativas en los indices n-6/n-3 (p<0,02), A 5 (p<0,03) y entre las
vitaminas intraplaquetarias E y C (p<0,00) con el entrenamiento. También, se
obtuvo una relacion inversa con el indice Lpxl 3 (20.4.6/16.0) (p <0,02) y el

grado de entrenamiento.

Pablo Jesus Iglesias Sanchez 92



4.5 DISCUSION PLAQUETAS

Las plaquetas son unas células anucleadas que tienen unas importantes

diferencias con los eritrocitos:

- una vida media en sangre de 8-10 dias, por 120 de los eritrocitos,

- funcion importante en la reparacion de los tejidos, en la
coagulacion, y en la salud de las arterias,

- presencia de mitocondrias,

- produccién de eicosanoides procedentes de los &cidos grasos de
las familias n-6 y n-3.

- Produccién de 6xido nitrico.

El tener una vida media corta permite poder valorar en ellas mucho
antes que en los eritrocitos posibles cambios inducidos como en nuestro caso

por el entrenamiento fisico.

Se dispone de pocos datos sobre la influencia del entrenamiento con
ejercicios regulares en la agregacion y funcion plaquetaria. Los ensayos
aleatorizados controlados previos se disefiaron para determinar los efectos
del entrenamiento en las plaquetas (Wang et al., 1997; Wang et al., 1995).
Los resultados de estos estudios han demostrado que el entrenamiento fisico
de intensidad moderada en hombres y mujeres jovenes y sanos reduce la
adhesion y agregacion de las plaquetas en reposo y en respuesta al ejercicio
intenso agudo. La adherencia de las plaquetas y la agregacion en los

hombres aumentaron con el ejercicio intenso agudo antes del entrenamiento,
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pero esta respuesta se atenud0 después del entrenamiento. El
desentrenamiento se asocidé con un efecto inverso sobre el reposo y los
efectos posteriores al ejercicio (Wang et al., 1995). Ademas, la hiperactividad
plaquetaria aguda inducida por el ejercicio antes del entrenamiento ya no era
aparente después del entrenamiento y estas alteraciones favorables en la
adherencia y funcién de las plaquetas se revirtieron con el desentrenamiento

(Wang et al., 1997).

Los estudios mas recientes se disefiaron para superar algunos de los
problemas metodolégicos para medir la agregacién plaquetaria e indicaron
gue el ejercicio extenuante activa las plaguetas en sedentarios, pero no en
sujetos activos y sanos entrenados (Kestin et al., 1993). Esta diferencia en la
agregacion plaquetaria se atribuyé a una mayor respuesta de catecolamina al
ejercicio en individuos fisicamente inactivos en comparacion con aquellos que
estan entrenados fisicamente. Como apoyo, un estudio en hombres de
mediana edad con sobrepeso y con hipertension leve también mostré que el
entrenamiento con ejercicios de intensidad baja a moderada se relacioné con
una disminucion de la agregacion plaquetaria (Rauramaa et al., 1986). El
entrenamiento fisico también es seguido por un aumento de la prostaciclina,
un potente inhibidor de la agregacion plaquetaria y también un aumento del
oxido nitrico, que también se sabe que posee un potente efecto
antiplaquetario (Rauramaa et al., 1986). Estos resultados concuerdan con
informes anteriores Davis et al. (1990) que demuestran una disminucion

significativa en la agregacion de plaguetas en respuesta a un episodio agudo
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de ejercicio después del entrenamiento de resistencia durante 12 semanas.
Otro hallazgo interesante es que los efectos adversos desfavorables
asociados al envejecimiento en las plaquetas parecen atenuarse con el

entrenamiento fisico (Gonzales et al., 1996).

El ejercicio regular y el acondicionamiento fisico pueden reducir el
riesgo de eventos trombdticos vasculares y proteger contra enfermedades
cardiovasculares. La evidencia reciente sugiere que 10 semanas de
entrenamiento con ejercicios en ratas conducen a un aumento en los niveles
de oxido nitrico derivado de plaquetas y plasma. Es probable que estos
cambios estén mediados por la mejora de la biodisponibilidad del 6xido nitrico
en las plaquetas y el potencial de liberacién de 6xido nitrico derivado de las

plaquetas después del entrenamiento fisico (Wang et al., 2000).

El ejercicio fisico puede invocar efectos beneficiosos sobre las
plaguetas a través de diferentes mecanismos. Por ejemplo, se sabe que el
ejercicio realizado regularmente aumenta la HDL, lo que puede estimular la
produccién de prostaciclinas y, por lo tanto, disminuir la agregacion
plaguetaria. Ademas, el ejercicio aumenta la liberacion de éxido nitrico, un
potente mediador antiplaquetario que suprime la reactividad de las plaguetas
(Gawel et al., 1981; Haber et al., 1980). Sin embargo, las reducciones en la
agregacion plaquetaria en reposo e inducidas por el ejercicio retroceden al

nivel de preentrenamiento después de la eliminacion del acondicionamiento
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(Gonzales et al., 1996), apoyando asi informes anteriores (Wang et al., 1997;

Wang et al., 1995).

Los escasos ensayos experimentales realizados en el pasado para
determinar los efectos del entrenamiento fisico en las plaquetas se realizaron
principalmente en individuos sanos (Bartsch et al., 1999; Wang et al., 1997;
Gonzales et al., 1996; Wang et al., 1995; Davis et al., 1990; Rauramaa et al.,
1986). Los datos generados a partir de estos estudios sugirieron que el
entrenamiento fisico se asocia con efectos favorables en plaquetas. Aunque
el mecanismo preciso por el cual el entrenamiento fisico desensibiliza las
plaguetas no se comprende completamente, esto podria atribuirse a un
aumento de la prostaciclina y / o del 6xido nitrico; se sabe que ambos son
potentes inhibidores de la agregaciéon plaquetaria. Esto puede haber sido
asociado con, y contribuido a, la desensibilizacion de las plaquetas inducida
por el entrenamiento fisico en respuesta al ejercicio (Wang et al., 2002;
Bartsch et al., 1999; Wang et al., 1997; Gonzales et al., 1996; Wang et al.,
1995; Davis et al., 1990; Rauramaa et al., 1986). Estudios previos indicaron
qgue el acondicionamiento fisico produce varios cambios en el recuento y
funcion plaquetaria Por ejemplo, la trombocitosis inducida por el ejercicio es
menos pronunciada en sujetos entrenados fisicamente en comparacion con
individuos no entrenados. Ademas, el recuento de plaquetas en reposo
parece ser un poco menor en individuos entrenados en comparacion con los

no entrenados, posiblemente debido a una expansion del volumen plasmatico
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(Eichner, 1990). Teoricamente, la expansion del volumen plasmatico puede
acortar el tiempo de contacto de las plaguetas con la pared del vaso, por lo
gue es menos probable que se activen por un ligero dafio endotelial (Turitto y
Weiss, 1980). Se encontro un efecto similar en un estudio transversal anterior
gue sugiere que las plaquetas de la sangre de individuos entrenados
fisicamente tienden a ser menos sensibles a la agregacién por adrenalina que
los sujetos no entrenados. Esto se atribuyd a concentraciones mas bajas de
receptores adrenérgicos a2 y que estos receptores tienen menor afinidad con
la adrenalina en atletas entrenados (Lehmann et al., 1986). Una serie de
estudios en pacientes cardiacos confirmaron estos resultados luego de un

programa de entrenamiento de rehabilitacion (Williams et al., 1981).

En relacibn a estas mejoras en las funciones fisiol6gicas de las
plaguetas en los sujetos entrenados pensamos que también la produccién de
eicosanoides en las plaguetas podria ser uno de los factores que mejorarian
estas funciones. Asi, la membrana de las plaquetas puede tener mayor o
menor contenido de PUFAs n-6 o n-3 dependiendo del tipo de ingesta en la
dieta (fig 1), pero también, dependera de la capacidad de las enzimas
desaturasas y elongasas para actuar sobre los acidos grasos esenciales
linoleico (18:2 n-6) y linolénico (18:3 n-3) y transformarlos en sus principales
productos finales araquidonico (20:4 n-6) y eicosapentaenoico (20:5 n-3), fig

1.
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Ruta metabolica Horrbrey Ruta metabolica
ahimales

Omega-6 Omega-3

Ac. Linoleico | .., .l.uup | Ac. o-Linolénico

(C18.2) w-6 (C18:3) w-3
Solo plantasy
‘ Mricroorganismos ‘
Ac. y-Linolénico .
(C18:3) w6 C18:4 w-3
Ac. Dihomo- -
7-Linolénico (C18 3) w-6 C20:4 w-3
Ac.Araquidonico Ac. Eicosapentaenoico
(C18:3) w6 C20:4 w-3 (EPA)
TXA, PGE, | | LTB, TXA PGE, | [LTB,
LTD, | | LTC, LD, | [LTC,

Tomado de Pamela mason dietary supplements third edition pharmaceutical press

Figura 1. Metabolismo de los acidos grasos n3-n6 desde los alimentos.
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Pudiendo ser estos productos terminales depositados en las
membranas celulares y desde aqui utilizados por las células endoteliales y las

plaquetas para producir los eicosanoides.

Acidos Grasos w-6 Acidos Grasos w-3
Acidolinoleico 18:2 w-6 Acido a-linolénico 18:3
lé— A6 Desaturasa ————> l
18:3 18:4
l € Elongasa > l
20:3 20:4
l € AS Desaturasa > l
Acido araquidénico 20:4 Acido eicosapentaenoico 20:5
& Elongasa
22:4 22:5
l < Elongasa > l
24:4 24:5
¢ A6 Desaturasa > l
24:5 24:6
Retroconversion l B Oxidacion l
Peroxisomal Acido docosapentaenoico 22:5 Acido docosahexaenoico 22:6

Figura 2. Metabolizacion de &cidos grasos poliinsaturados n-6 y n-3. Vias de

desaturacion y elongacion de los acidos linolenicos y a-linolenico.

A partir de estos precursores incluidos en los distintos fosfolipidos de
las membranas de las células endoteliales o plaquetarias y mediante la accion
de la enzima fosfolipasa A2 se van a producir dos tipos de eicosanoides

diferentes y ademas con propiedades diferentes (fig 2).
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n-6 fatty acids

n-3 fatty acids

Dihydroxyeicosatrienoic acids
inactive

sEH
| ]
Epoxyeicosatrieonic acids

anti-inflammatory

5-HETE
2-series Thromboxanes

4—seriesﬂLeuI§otrienes < .
pro-inflammation A 3
5-LOX CYP450 COX-A or -2 Vasoconstriction proaggregar.'on
Lipoxin A, <+ l 2-series Prostaglandins
15-LOX and 5-LOX Vasodilation - antiaggregation
COX-1or2

anti-inflammation or
5-LOX and 12-LOX

' AA
Anandamides and

Phosppolipase
monoacy! glycerols

Phospholipid
. (AA, EPA, DHA)
Phospholipase
4 Endocannabinoid receptor
activation

| EPA DHA

H H | |
E-series Resolvins <—| K2 and 5-.LOX
anti-inflammation 5-LOX . .
| |_> D-series Resolvins

5-series Leukotrienes <
inactive 5-LOX anti-inflammation
COX-1or-2 I R .
3-series Prostaglanding <=1 > Neuroprotectin D1
Vasodilation - antiaggregation COX-1 or -2 anti-inflammation
3-series Thromboxanes <
inactive CYP450

17(R),18(S)-Epoxyeicosaquatraenoic acid
Epoxydocosapentaenoic acid
anti-inflammation

Tomado de wiliam S. Harris, Omega 3 fatty acids from encyclopedia of dietary supplements coates et all., ed 2010.
Figura 3. Metabolizacion de eicosanoides y docosanoides del EPA y DHA contrastados con
los metabolitos del acido araquidonico (AA)

Las plaquetas son muy ricas en la enzima tromboxano sintetasa, por

ello, los eicosanoides mayormente producidos en las plaquetas son los

tromboxanos (Tx) y también las lipoxinas (Lx).
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Los Tx derivados del AA son le Tx A2 y el Tx B2. Estos tienen acciones
vasoconstrictoras y proagregantes vasculares. Por su parte, los derivados del

EPA son el TX A3y el TX B3 son inactivos.

De estos precursores también se pueden producir, en las células
endoteliales, otros tipos de eicosanoides como son las protaglandinas y
prostaciclinas (PG), la PGI2 se produce a partir del AA, tiene propiedades
vasodilatadoras y antiagregantes y la PGI3 se produce a partir del EPA y tiene

propiedades también vasodilatadoras y como antiagregante plaquetario.

Eicosanoides derivados del AA ¥ del EPA

»{ PROSTACICLINA |
Vasodllatador Vasoconstrictor

—»{ TROMBOXANO |

Biolégicamente CICLOOXIGENASA Proagregante
Inactivo Vasoconstrictor

AA | (G

LIPOOXIGENASA

4

~»| LEUCOTRIENO |

Antiinflamatorio Proinflamatorio

Figura 4. Eicosanoides derivados del acidos araquidonico (AA) y del

Eicosapentaenoico (EPA).

En condiciones normales de ingesta de AA'y EPA, como se ve en la fig
4, como consecuencia de la produccion de eicosanoides a partir del AA en

plaquetas y endotelio, predomina en las arterias un estado vasoconstrictor,
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proagregante y proinflamatorio. Sin embargo, los eicosanoides producidos a

partir del EPA son vasodilatadores y antiinflamatorios.

Los resultados encontrados en nuestro estudio apoyarian nuestra idea
inicial en relacion a una mayor produccion y utilizacion de los eicosanoides

derivados de la serie n-3.

Asi, encontramos en nuestro estudio en las plaquetas que en el GE, a
diferencia del GNE, en sus membranas menor concentracion de acidos
grasos de la familia n-3, sobre todo 18:3.3 (p=0.00), 20:5.3 y 22:6.3 (p=0.04).
Esta situacion era acompafiada por una mayor concentracién de los acidos
grasos n-6 a expensas de un gran incremento del 18:2.6 sobre todo. A esto le
acompafaria un incremento en las membranas plaquetarias de la relacién n-
6/n-3 y en los indices de desaturacion A5 y A6. Estas menores
concentraciones de los &cidos grasos n-3, podria ser debido a una
predileccion de la fosfolipasa A de las plaquetas por los derivados n-3,
inducido por el entrenamiento fisico, lo que llevaria a unas plaquetas con
menos poder antiagregante y vasoconstrictor, mejorando por tanto las

funciones de las mismas.

Cuando analizamos los indices de peroxidacion lipidica observamos
que, a diferencia de lo que ocurria en los eritrocitos que presentaban unos
indices en el sentido de una muy significativa destruccion de los PUFAs n-3 'y
n-6 a 12:0 y 16:0 en el GE, en las plaquetas se observo unos indices de
peroxidacion lipidica en el GE en el sentido de menor peroxidacion de los

PUFAS de la membrana.

Pablo Jesus Iglesias Sanchez 102



Igualmente, la evaluacion de las vitaminas antioxidantes C y E, a
diferencia de lo que pasaba en los eritrocitos, nos indica la presencia de

mayores concentraciones de estos antioxidantes en el GE respecto al GNE.

El estudio de correlaciones muestra correlaciones altas entre el grado
de entrenamiento con unas mayores concentraciones de los acidos grasos
18:3 n-3 y 20:3 n-6. El grado de entrenamiento estaba correlacionado con
menos peroxidacion lipidica y una mayor concentracion de los antioxidantes

no enzimaticos acido ascoérbico y a tocoferol.

Todos estos datos nos hacen pensar que, dado la vida media de las
plaquetas de 8-10 dias, el entrenamiento deportivo produce cambios muy
positivos tanto en la concentracion de acidos grasos de la membrana, como
en lo referente a la peroxidacién y la capacidad antioxidante a los sujetos que
practican un entrenamiento deportivo intenso y regular. Estas mejoras podrian
estar ligadas a las mejoras en las propiedades y funciones plaquetarias que

hacen que la actividad fisica tenga un potente efecto antiaterogénico.
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5. CONCLUSIONES

Después de todo lo comentado podemos concluir que:

Que el entrenamiento fisico, a largo plazo, de 10 horas por semana
modifica los perfiles de acidos grasos en la membrana de eritrocitos

y plaquetas en atletas jovenes.

Los cambios en los perfiles de los acidos grasos de las membranas
serian adaptaciones especificas en la membrana celular para
apoyar el efecto negativo de las ROS en el cuerpo de los
deportistas jovenes, en el caso de los eritrocitos y para mejorar el
funcionamiento de las plaquetas, pudiendo reflejar una

consecuencia positiva del entrenamiento aerdbico-anaerdbico.

Se han demostrado correlaciones significativas entre el grado de
entrenamiento y los indices de &acidos grasos de membrana de

eritrocitos y plaquetas.

Los niveles de antioxidantes intraeritrocitarios, acido ascorbico y a
tocoferol para defenderse de una mayor peroxidacion lipidica son

menores en los sujetos con mayor grado de entrenamiento.
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- Los niveles intraplaquetarios de acido ascorbico y o tocoferol serian
mas elevados en los sujetos con mayor grado de entrenamiento, lo

gue significaria una mayor capacidad para defenderse de los ROS.

- Que la evaluacibn de las plaguetas daria una vision mas
actualizada de los efectos que el entrenamiento puede tener sobre
las células corporales y sus consecuencias sobre sus funciones que

en nuestros estudios serian muy positivas.
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ANEXOS







7. ANEXOS

7.1 MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto: Efectos del futbol sobre los acidos grasos eritrocitarios y
plaquetarios, y su relacion con la capacidad antioxidante de sujetos

entrenados y no entrenados.

Paciente: Paciente ID#:

Centro: Facultad de Ciencias del Deporte

Centro ID#:

Investigador: Pablo Jesus Iglesias Sanchez

LEA DETENIDAMENTE LA INFORMACION CONTENIDA EN ESTE DOCUMENTO Y ASEGURESE QUE
ENTIENDE ESTE PROYECTO DE INVESTIGACION. POR FAVOR SI ESTA DE ACUERDO EN
PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO, FIRME ESTE DOCUMENTO. POR SU FIRMA RECONOCE QUE HA
SIDO INFORMADO DE LAS CARACTERISTICAS DEL PROYECTO, DE SUS REQUISITOS Y SUS
RIESGOS Y QUE ACEPTA LIBREMENTE PARTICIPAR EN EL. UNA COPIA DEL PRESENTE

DOCUMENTO LE SERA ENTREGADA.

OBJETO DEL ESTUDIO.

Ha sido invitado a participar en un estudio de investigacién dirigido a estudiar los
efectos del entrenamiento en futbol sobre los niveles de acidos grasos y vitaminas

antioxidantes, en la membrana plaquetaria y eritrocitaria.
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PROCEDIMIENTOS Y DURACION DEL ESTUDIO.

El Unico procedimiento al que sera sometido sera una extraccion de sangre por parte
del Dr. Marcos Maynar Marifio y una evaluacion antropométrica. La duracion del
proyecto sera de 4 afios aproximadamente, durante los cuales usted nos autoriza a
realizar las publicaciones pertinentes con esas muestras. La muestra que cede sera

utilizada exclusivamente con finalidad de investigacion sin animo de lucro.

RESULTADOS DEL EsTuDIO.

Al finalizar el estudio se le informara del resultado global del mismo si usted lo
desea, pero NO de su resultado personal, que se tratara con total confidencialidad
de acuerdo con la Declaraciéon de Helsinki y la Ley 14/2007, de Investigacion

biomédica.
RIESGOS DERIVADOS DE LA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO.

Los riesgos asociados a la toma de muestras son minimos. Se empleara material
estéril individual y desechable a fin de eliminar los riesgos de infeccion y de contagio

y las muestras de obtendran por personal cualificado.

BENEFICIOS.

La participacién en el proyecto no sera recompensada econémicamente. Aparte
de lo comentado anteriormente, se estima que el desarrollo del estudio en el que
participard comportard beneficios a medio plazo en el diagndstico precoz de la
leucemia mieloide aguda y en el conocimiento de la patogenia de este tipo de

cancer.

COSTES.
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El coste de la extraccidon y procesamiento de la muestra asi como los analisis
posteriores seran cubiertos por el proyecto. Su participacion no le supondra ningun

coste.

El investigador principa, Pablo Jesus Iglesias Sanchez puede ser contactado en
cualquier momento en el siguiente teléfono, 690142349, a fin de recabar informacién
acerca del proyecto y en la siguiente direccion:

Departamento de Fisiologia

Facultad de Ciencias del Deporte

Av. de la Universidad s/n

10003 Caceres/06071Badajoz

En ningln caso su decisiébn de no participar en el proyecto le supondra una

rebaja en la calidad asistencial por parte de su médico.
CONFIDENCIALIDAD DE SU MUESTRA.

De acuerdo con la normativa legal vigente, los resultados de las muestras se
trataran con total confidencialidad. El protocolo de recogida de datos sera archivado,
y a cada participante se le asignara una clave de tal modo que no pueda
relacionarse la muestra e informacién obtenida con la identidad del sujeto. Las
muestras seran anonimizadas, asegurando la imposibilidad de inferir su identidad,

para su estudio y potencial analisis ulterior.

El investigador principal del proyecto se compromete a que la confidencialidad de
los datos que se puedan obtener en dicho proyecto sera escrupulosamente
observada, y que los datos personales de los sujetos participantes no seran
conocidos por los investigadores del proyecto. En los casos que corresponda, éstos
informaran al responsable médico o a los afectados si creen que algun resultado del

proyecto podria ser de su interés.
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El investigador principal del proyecto se compromete a no utilizar las muestras
para otros estudios diferentes a los de este proyecto y a no traspasar las muestras a

otros posibles proyectos o equipos de investigacion.

Para todo lo no previsto en este documento, se aplicara la legislacion vigente
sobre proteccidén de datos de caracter personal (Ley 41/2002, de 14 de noviembre,
bésica reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en
materia de informacion y documentacion clinica, BOE 274 de 15 de noviembre de
2002; Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de
Caracter Personal; BOE 298 de 14 de diciembre de 1999; Real Decreto 1720/2007,
de 21 de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento de desarrollo de la Ley
Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de caracter personal,
BOE 17 de 19 de enero de 2008), sobre investigacion biomédica (Ley 14/2007, de 3
de julio, de Investigacion biomédica; BOE 159 de 4 de julio de 2007) y cualquier otra

que resultara aplicable.

Si fuese necesario el almacenamiento de las muestras para analisis ulteriores, tal
como recoge la Ley 41/2007, de 14 de noviembre, basica reguladora de la
autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion y
documentacion clinica (art. 9.3), el consentimiento escrito del paciente sera
necesario para cada una de las actuaciones que se lleven a cabo. Accién que podra
ser ejercitada por el paciente, por sus representantes, o por sus herederos si éste

hubiera fallecido.

Los resultados del estudio pueden ser publicados en revistas cientificas o
publicaciones de caracter general. No obstante, la informacién concerniente a su

participacion sera mantenida como confidencial.

Recibirda una copia de esta hoja de informacion y del consentimiento informado

firmado por usted.
DECLARACION DEL DONANTE.

He sido informado por el personal relacionado con el proyecto mencionado:
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e De las ventajas e inconvenientes de este procedimiento.
¢ Delfin para el que se utilizaran mis muestras.

e He sido informado de que los tejidos que cedo seran utilizados

exclusivamente con finalidad de investigacion sin animo de lucro.

e Que mis muestras seran proporcionadas de forma anénima a los

investigadores del proyecto.

e Que en cualquier momento puedo solicitar informacién genérica

sobre los estudios para los que se han utilizado mis muestras.

¢ Que he comprendido la informacion recibida y he podido formular

todas las preguntas que he creido oportunas.

Usted tiene derecho de participar o no en la investigacion y de retirar su
consentimiento en cualquier momento. Como se menciona anteriormente, en
ningun caso su decision de no participar en el proyecto le supondra una rebaja

en la calidad asistencial por parte de su médico.

SE ME HA PROPORCIONADO COPIA DEL PRESENTE DOCUMENTO. ACEPTO PARTICIPAR
EN ESTE ESTUDIO.

NOMI . oo e, Firma:................

Declaracion del profesional de salud médica de que hainformado debidamente

al donante.

Nombre: Marcos Maynar Marifio Firma:
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