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RESUMEN

Este estudio examiné si el incremento en la liberacion de histamina (%H, i.e., histamina plasmatica expresada como un
porcentaje de la histamina sanguinea total) asociada con la hipoxemia inducida por el ejercicio (EIH) esta relacionada con
los cambios inducidos por el entrenamiento en los basofilos y en la osmolaridad de la sangre arterial. Todos los parametros
fueron medidos en 20 atletas de resistencia, 11 de los cuales presentaron EIH (HT,,,) y 9 eran nomoxémicos (HTnor), y en
10 sujetos desentrenados que sirvieron de control (UT). Las mediciones fueron llevadas a cabo en reposo, durante la carga
maxima en un test de ejercicio progresivo hasta el agotamiento, y al quinto minuto de la recuperacion. El %H se
increment6 durante el ejercicio en el grupo HT,,, (p<0.01), pero no se incrementd significativamente en los grupos HT,,. y
UT. Los resultados indicaron que (1) la osmolaridad y las concentraciones de Na* y K* no difirieron entre los dos grupos
entrenados y (2) el recuento de basdfilos y el contenido histamina en los basoéfilos no fue diferente entre los grupos.
Concluimos que el incremento en el %H asociado con la EIH no se debi6 a un efecto de entrenamiento sobre estos
parametros. El relativamente bajo incremento en el contenido de histamina durante el ejercicio en el grupo HT,, en
comparacion con el grupo HTnor (p<0.05) y el grupo UT (p<0.01) y el bajo recuento de basofilos en la recuperacion vs. el
reposo solo en el grupo HT, , (p<0.01) sugiere una acentuada desgranulacién de los basdfilos inducida por el ejercicio en
atletas hipoxémicos.
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INTRODUCCION

Es bien sabido que el ejercicio puede inducir la hipoxémia en atletas de resistencia altamente entrenados (5, 7, 2, 28, 29),
a quienes se los conoce como “atletas extremos” (2, 29). El mecanismo implicado en el desarrollo de la hipoxémia inducida
por el ejercicio (EIH) ha sido debatido durante mucho tiempo, y se han propuesto dos explicaciones principales: 1) una
falta de hiperpnea compensatoria (7, 1, 2) y/o 2) una alteracién en el intercambio de gases que puede resultar de
mecanismos funcionales durante el ejercicio (1, 35). Este ultimo mecanismo puede involucrar alteraciones en la
ventilacion-perfusion (19, 33) y en la difusion inducidas por incompleto equilibrio de O, entre el gas alveolar y la sangre
capilar pulmonar como resultado del rapido transito pulmonar de los glébulos rojos (7) y/o de la formacion de edemas
vasculares peri bronquiales e intersticiales en el pulmon, durante la realizacion de ejercicios agotadores (9, 15, 16, 19, 29,



33, 35).

Un estudio previo (2) ha mostrado que la caida en la presiéon parcial arterial de O, (PaO,) durante la realizacién de
ejercicios agotadores estuvo asociada a un incremento concomitante en la liberaciéon de histamina (%H) en atletas
extremos, mientras que no se observaron cambios en la PaO, o en los niveles de histamina en un grupo de sujetos de
control desentrenados. Se reconoce ampliamente que la histamina es un mediador de la respuesta inflamatoria que
provoca el incremento en la permeabilidad microvascular a las macromoléculas (38) y por lo tanto incrementan el
movimiento transcapilar de fluidos. Por ello, se ha sugerido que el incremento en la liberacién de histamina podria estar
relacionado con las alteraciones en el movimiento pulmonar de fluidos y de esta manera con las alteraciones en el
intercambio gaseoso tal como la EIH (2, 3). El hallazgo de que la EIH puede ser parcialmente inhibida por la previa
inhalacion de nodocromil sodio, una droga que se piensa actia inhibiendo la liberacion de histamina (30), provee evidencia
de que el incremento en la liberacién de histamina durante el ejercicio puede estar involucrado en el desarrollo de la EIH.
Mas recientemente, se ha reportado que este incremento en el %H pude suprimirse en asociacion con un cambio aparente
en la distribucién de la ventilacion - perfusion (9). Una cuestion interesante tiene que ver con el origen de este incremento
en la liberacion de histamina. Se sabe bien que la histamina es un mediador de la respuesta inflamatoria y que contribuye
potencialmente a la hipoxémia suave (30, 38). El incremento en la liberacién de histamina asociado con la EIH puede
entonces ser consecuencia de un proceso inflamatorio en el pulmon y/o en los musculos periféricos (38) durante el ejercicio
progresivo. Este incremento pude también ser consecuencia de un incremento en el numero de baséfilos y/o de la
elevacion del contenido de histamina en estas células (1, 17, 24) en atletas extremos. La histamina estd contenida
esencialmente en los mastocitos y en los basdfilos, y la mayor parte de la histamina presente en la sangre total se deriva de
los leucocitos baséfilos polimorfonucleares (basofilos) (38). Se ha reportado que 1) existe una relacidon positiva entre la
liberacién de histamina y el contenido de histamina en los basoéfilos tanto en sujetos normales como en asméticos no
medicados (1), y que 2) tanto en sujetos normales como en sujetos asméaticos, hay una estrecha asociacidon entre la
concentracion de histamina en la sangre total periférica luego del ejercicio y la cuenta de basdfilos circulantes (17, 24).

El ejercicio y el entrenamiento producen una serie de cambios fisioldgicos complejos que pueden alterar la concentraciéon
de leucocitos circulantes (8, 12, 14, 20). En base a los hallazgos publicados hasta la fecha, nosotros planteamos la hipotesis
de que los atletas de resistencia altamente entrenados podrian inducir un incremento en el numero de basdfilos y/o en el
contenido de histamina de los basdfilos, lo cual podria explicar el incremento en la liberacién de histamina observada
durante el ejercicio. Sin embargo, existen datos conflictivos acerca del efecto del ejercicio sobre la cuenta de basdfilos, de
los cuales algunos autores han reportado incrementos (14, 17) y otros han reportado que no se observaron cambios
significativos (12, 20, 24) entre los valore pre y post ejercicio. Para evaluar nuestra hipdtesis, hemos medido la cuenta de
basdfilos y el contenido de histamina en los basoéfilos en reposo y durante la realizacién de ejercicio progresivo hasta el
agotamiento en atletas altamente entrenados quienes han mostrado EIH, asi como también en atletas altamente
entrenados que no presentan EIH y en sujetos desentrenados de control. Ademas, hemos examinado la osmolaridad
plasmatica y las concentraciones de Na* y K*, pardmetros no inflamatorios que se sabe se incrementan con el ejercicio (11)
y que influencian la liberacion de histamina (4, 10).

METODOS

Sujetos

Treinta hombres jévenes saludables participaron en este estudio. Las caracteristicas antropomeétricas y los regimenes de
entrenamiento se presentan en la Tabla 1. Ninguno de los sujetos reportd enfermedades respiratorias o cardiacas,
hipertension o conocimiento de estar sufriendo alguna enfermedad crdonica. Ninguno de los sujetos consumia
medicamentos en forma regular. Ninguno tenia historia de asma, asma inducida por el ejercicio, enfermedades atipicas o
mostré signos de enfermedades alérgicas, lo cual fue valorado con el test Phadiatop, un test sexoldgico con una
sensibilidad del 90% y una especificidad del 98% (37). Ninguno de los sujetos era fumador y todos presentaron valores
espirométricos normales. Antes de ser admitidos en el estudio, se evalué la salud cardiovascular de todos los sujetos.
Cualquier sujeto que exhibiera un trazado anormal en un electrocardiograma de 12 derivaciones (ECG) o una presion
sanguinea en posicién supina mayor a 160/100 Torr fue excluido del estudio. Luego de esto se llevé a cabo un test
preliminar de ejercicio maximo en cicloergéometro. Los sujetos fueron excluidos del estudio si presentaban una depresién
del segmento ST en el ECG o arritmias significativas. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica Institucional, y todos
los sujetos dieron su consentimiento por escrito para participar en el estudio, luego de que se describieran el disefio y los
riesgos del mismo.

Atletas



En la presente investigacion se estudi6 a veinte atletas hombres entrenados en resistencia (HT). Los criterios para la
seleccion de los sujetos fueron los siguientes: edad, 19-30 afos, consumo maximo de O, (VO, méax.) > 6 ml/kg/min. Estos
sujetos fueron asignados a uno de dos grupos. El primer grupo estuvo compuesto de nueve atletas extremos (HThyp), i.e.,
atletas altamente entrenados que desarrollaron EIH. Esto fue definido como una caida en la PaO, de al menos 8 Torr a
partir de los valores de reposo, corregido por la temperatura, que durara al menos las ultimas tres etapas de un test de
ejercicio progresivo (2, 9, 29, 30). Tres de los sujetos del grupo HThyp eran triatletas, y los otros seis eran ciclistas. Estos
sujetos participaban regularmente en competiciones de nivel regional o nacional, y todos habian estado entrenando
regularmente durante un promedio de 4.6+0.5 afios. Estos sujetos entrenaban durante 16.3+1.1 h/semana. El segundo
grupo de sujetos entrenados estuvo compuesto por nueve atletas de control (HT,,,), i.e., atletas altamente entrenado que
no exhibian EIH. La reduccion maxima en la PaO, en este grupo fue de 3 Torr. Tres de los sujetos del grupo HT,,, eran
triatletas, y los otros seis eran ciclistas. Estos habian estado participando en competencias de nivel regional o nacional
durante un promedio de 3.6+0.8 afios. Todos entrenaban regularmente un promedio de 13.7x1.1 h/semana. Los dos
restantes atletas exhibieron reducciones en la PaO, de 5 y 6 Torr, respectivamente, i.e., por encima de la definicién de
hipoxemia de reposo (31) y bajo el umbral de 8 Torr. Estos sujetos no fueron incluidos en ninguno de los grupos de atletas
para mantener las diferencias grupales. Sin embargo, estos sujetos fueron utilizados en los analisis de correlaciéon para
determinar las relaciones entre las variables dependientes.

Sujetos de Control

Diez hombres desentrenados (UT), de entre 20-30 afios de edad (26.0+1.2 afios), formaron parte del grupo de control.
Ninguno habia participado en deportes de resistencia, aunque tenian estilos de vida activos con un promedio de actividad
fisica de 2.3+£0.4 h/semana.

Test de Ejercicio

Se llevo a cabo un test de ejercicio progresivo hasta el agotamiento en un cicloergémetro (Monark 860, Varberg, Sweden)
calibrado. La potencia inicial fue de 30 W para el grupo UT y de 60 W para el grupo HT, la cual se mantuvo durante 3 min,
con sucesivos incrementos de 30 W por minuto excepto al final del test, cuando el incremento se redujo para estar lo mas
proximo posible al VO, max. La ventilaciéon minuto (VE), el consumo de oxigeno (VO,) y la producciéon de CO, (VCO,) se
midieron de forma continua utilizando un sistema metabdlico automatizado con mediciones respiracidon por respiracién
(CPX, Medical Graphics, St. Paul, MN). Los datos fueron promediados durante los ultimos 20 s de cada carga. Para
asegurar que los sujetos habian alcanzado el VO, max. durante la prueba de ejercicio, estos debian cumplir con al menos
tres de los siguientes criterios: 1) una estabilizacién en el VO, con el ultimo incremento en la carga (criterio de
“nivelacion”); 2) alcanzar la frecuencia cardiaca méxima estimada a partir de la edad [210 - (0.65 x edad) £ 10%]; 3) un
indice de intercambio respiratorio de 1.1; y 4) la incapacidad de mantener la frecuencia de pedaleo requerida (60 rpm) a
pesar del maximo esfuerzo y la estimulacién verbal.

Edad | Talla | Pese | FEY, VO, mix. P max. HE max.

Gio) | €m) | G | ) | (ollmin) | () | Qatidesimin)
HTy, | 23416 | 1510% | 7205 | 1Do= 656+ 131 ot Ti 197732
HT. | 22809 | 15)2% | 7L0* | 1DD= 658+ 101 3685_,;.'3[* 198,527
UT |260e12 | V2% | REE DO A42+16 ann= 158616

Tabla 1. Caracteristicas fisicas y fisiologicas de los sujetos. Los valores son medias + EE. FEV1, volumen espiratorio forzado en 1 min
expresado como un porcentaje del valor estimado; VO, mdx, consumo mdximo de oxigeno; P mdx., carga mdxima alcanzada durante el
ejercicio progresivo hasta el agotamiento, HR mdx., frecuencia cardiaca maxima alcanzada durante el ejercicio progresivo hasta el
agotamiento; HThyp, grupo altamente entrenado e hipoxémico; HT,,,, grupo altamente entrenado normohipoxémico; UT, grupo
desentrenado. Grupos de sujetos entrenados significativamente diferente con respecto al grupo de sujetos desentrenados: * p<0.05, t
p<0.01.

Durante todo el test se llevo a cabo el monitoreo cardiaco de forma continua utilizando un ECG de tres derivaciones (DII,
V2, V5) (Quinton Q 3000, Seattle, WA) y se registraron los valores obtenidos en el ultimo minuto de cada etapa del test,
para determinar la frecuencia cardiaca. Fue posible monitorear y registrar las otras nueve derivaciones en cualquier
momento.



Analisis Sanguineos

Las muestras de sangre se extrajeron de la arteria braquial del brazo no dominante utilizando para esto un catéter de 1
mm de didmetro (Seldicath; Plastimed, Paris, Francia).

Gases Sanguineos

Los gases sanguineos arteriales fueron inmediatamente analizados para determinar la PaO,, la presion parcial arterial de
CO, (PaCO0,) y el pH a 37°C utilizando los electrodos apropiados (IL Meter 1306, Milan, Italia). Debido a la elevacién en la
temperatura central durante el test de ejercicio, existi6 el riesgo de sobreestimar la reduccién en la PaO,. Por ello, los
gases sanguineos tuvieron que ser corregidos por la temperatura central estimada mediante una sonda timpénica (YSI
Probe 43TA, Yellow Springs Instruments, Yellow Springs, OH) en cada etapa de la evaluacién. Con esto observamos un
cambio promedio de 0.7£0.1 °C durante el test progresivo de ejercicio alcanzandose el valor maximo al quinto minuto de la
recuperacion. Debido a que corregimos los gases sanguineos por el apropiado incremento en la temperatura, utilizamos el
siguiente razonamiento para definir la EIH: dada la variabilidad en la medicién de la PaO, en reposo, la hipoxemia en la
condicion de reposo deberia ser definida como una reduccion significativa de 5 Torr respecto de los valores normales
individuales (31). Debido a que la sonda timpénica es una forma precisa de estimar el incremento en la temperatura de la
sangre central, i.e., ~0.1 0 0.22C, y que por lo tanto puede ser utilizada para corregir los valores en los gases sanguineos
(32) y también debido a que necesitamos detectar la hipoxemia suave, nosotros adicionamos 3 Torr a la caida de 5 Torr en
la PaO, de reposo para obtener un valor final de 8 Torr y asegurar una rigurosa definicion de la EIH. Por lo tanto, fue
necesaria una caida de al menos 8 Torr en la PaO, que durara al menos las tltimas tres etapas del test de ejercicio
progresivo (9) para establecer la presencia de hipoxemia durante el ejercicio.

Analisis de Osmolaridad

La osmolaridad de la sangre fue inmediatamente medida con la técnica calorimétrica utilizando un micro-osmémetro
avanzado (3Mol, Advanced Instruments, Needham Heights, MA). Las concentraciones de Na* y K* fueron determinadas
mediante el uso de un analizador automatico apropiado (Vitros 700 XRC, Johnson and Johnson Clinical Diagnostic).

Ensayo de la Histamina Plasmatica

Las muestras de sangre para la determinacion de la histamina plasmatica fueron obtenidas en tubos Vacutainer (Becton
Dickinson, Rutherford, NJ), los cuales contenian EDTA y fueron colocados inmediatamente en hielo. El plasma fue obtenido
mediante la centrifugacion a 900 g durante 10 min a 4°C en una centrifuga refrigerada modelo PR-J (Beckman
Instruments, Irvine, CA). Las alicuotas fueron separadas 0.5-1 cm por encima de las células para evitar recoger cualquier
leucocito, especialmente los basofilos, y fueron congeladas a -802C hasta la realizacion de los analisis. La cuantificacion de
la histamina fue llevada a cabo utilizando instrumental para la realizacién de inmunoensayos enzimaticos (Immunotech,
Marseille, Francia)

Histamina Total en Sangre

Las muestras de sangre para la determinacién de la histamina en sangre total fueron obtenidas en tubos Vacutainer
heparinizados y fueron colocadas en hielo inmediatamente después de ser extraidas. Cincuenta microlitros de sangre total
fueron adicionados a 950 ul de agua destilada, y las alicuotas fueron congeladas a -80°C hasta que se realizara la medicién
de la histamina. Para la cuantificacion de la histamina en sangre total, la sangre diluida fue congelada y descongelada dos
veces para provocar la lisis celular. Luego de descongelar por tltima vez la sangre y de remover las membranas
centrifugando la muestra a 900 g durante 10 min a 4°C, se realizd la cuantificacién de la histamina en el suero como se
describié previamente.

Liberacion de Histamina

Como se describiera previamente (2, 9, 23, 30), la liberacién de histamina se expresé como un porcentaje de la histamina
total (%H). La liberacion especifica de histamina fue determinada como %H=100 x PH/TH, donde PH es la histamina
plasmatica para una determinada etapa del test en cada sujeto, y TH es la correspondiente concentracién total de
histamina.

Cuenta de Basofilos

La cuenta de basofilos fue llevada a cabo en muestras de sangre anticoaguladas (EDTA) tomadas en el mismo momento
que las muestras para el ensayo de histamina. La sangre fue tefiida con Azul de Alcian, el cual es un método altamente
especifico, preciso y reproducible para determinar la cuenta de basdfilos en base a la tincién de los granulos de basoéfilos,
como lo describieran Gilbert y Ornstein (13). La cuenta de baséfilos fue llevada a cabo en una cdmara de conteo Fuchs-



Rosenthal.
Contenido de Histamina

Debido a que la mayor parte de la histamina deriva de los basofilos (38), el contenido de histamina de los baséfilos fue
determinado como HC = (TH - PF)/BC, donde BC es la cuenta de baséfilos correspondiente al nivel de histamina
plasmaética y a la concentracion total de histamina para una determinada etapa del test (1).

Protocolo

Los sujetos realizaron tres tests de ejercicio separados por algunas semanas, los cuales fueron llevados a cabo entre las 9 y
las 11 AM para evitar variaciones diurnas. En el primer dia, se llevaron a cabo entrevistas y exdmenes clinicos, y se
registraron los valores de la talla, la masa corporal, la presién sanguinea, el ECG de reposo y la espirometria pulmonar de
reposo. Luego de esto se realizé el primer test de ejercicio para permitir que el sujeto se adapte al ergémetro y al ambiente
del laboratorio, para detectar cualquier anormalidad cardiaca relacionada con el ejercicio y para determinar el VO, max.
Durante el segundo test de ejercicio, se extrajeron las muestras de sangre de la arteria braquial, para las posteriores
mediciones de los gases sanguineos, basoéfilos e histamina. Las muestras de sangre arterial fueron extraidas durante los
ultimos 20 s del tercer y quinto minuto del periodo de reposo, durante los ultimos 20 s de la ultima carga correspondiente
al VO, max., y durante los ultimos 20 s del quinto minuto de la recuperacidon. Durante el tercer test de ejercicio, se
realizaron las mediciones de las temperaturas timpanicas, las cuales se llevaron a cabo en los mismos momentos en que se
extrajeron las muestras de sangre, i.e., nosotros utilizamos el valor medio de la temperatura obtenida durante los tltimos
20 s del tercer y quinto minuto del reposo, durante los tltimos 20 s de la tltima carga correspondiente al VO, méx., y
durante los ultimos 20 s del quinto minuto de la recuperacién. Durante los dos ultimos tests de ejercicio cada sujeto
alcanzd similares valores fisioldgicos. Durante cada uno de los tests de ejercicio, se monitorearon las variables ventilatorias
de los sujetos, y se monitoreo la respuesta cardiaca durante los 5 min previos al test, desde el comienzo al final del test y
en durante los 10 min de la recuperacion, utilizando para esto un ECG de tres derivaciones. Las variables ventilatorias
(VO,, VCO,, y VE) fueron promediadas en un nimero integral de respiraciones durante los tltimos 20 s de cada minuto del
reposo, del ejercicio y de la recuperacion. Esto permitid el calculo de la Ai-aDO, utilizando la ecuacion estandar PAiO, =
PiO, - PACO, [FIO, + (1-F10,/R)], donde Ai-aDO, es la diferencia arterioalveolar idela de PO,, PAIO, es la PO, alveolar ideal,
PIO, es la PO, del aire inspirado, FIO, es la fraccién de O, inspirada, R es el indice de intercambio respiratorio, PACO, es la
PCO, alveolar y PACO, = PaCO, (3).

Analisis Estadisticos

Los valores se presentan como medias+EE. Los datos respecto de las caracteristicas de los sujetos fueron comparados
para evaluar la homogeneidad entre los sujetos de los grupos UT, HT,,, y HThyp utilizando el anélisis de varianza ANOVA,
luego de verificar la distribucion normal. Las medias de diferencia (D) entre cada etapa del test para un determinado
parametro de histamina fueron calculadas y comparadas entre los tres grupos con este test. Para comparar los valores
medios a través de las etapas de los tests entre los tres grupos de sujetos se utilizé el anélisis de varianza ANOVA de dos
vias para medidas repetidas, y se utiliz6 el anélisis de varianza ANOVA de una via para medidas repetidas para evaluar los
cambios intra grupales. Se utilizaron analisis de regresion linear para definir la relacién entre dos variables, y la
significancia estadistica fue evaluada utilizando los coeficientes de correlacion. La significancia estadistica para todos los
test fue establecida a p<0.05, a dos colas.

Pa0; (Torr) DiAi-a)0; (Torr)
Feposo Addx Fee Fepos Mix Fee
HThe o220 BRE 1418 1058 +£22% 4015 2931618 5109
HT . Q7T £30 102.7+£49 1145425 111420 19443 4% o0+£23
uT T+la 11z0+£29 1094+£19 g0x15 BEXIS 45+£10

Tabla 2. PaO, y D(Ai-a)O, durante los tests de ejercicio progresivo hasta el agotamiento. Los valores son medias + EE. PaQ,, presion
parcial arterial de O,; D(AI-a)O,, diferencia arterioalveolar ideal en la presion parcial de O,; Mdx, carga mdxima en el ejercicio
progresivo; Rec, 5to minuto de la recuperacion. Diferencia significativa de los grupos de entrenados respecto del grupo desentrenado:
* p<0.01, f p<0.001. Grupo HThyp significativamente diferente del grupo THnor, tp< 0.05, § p< 0.01.



RESULTADOS

Datos Maximos y Fisicos

No se hallaron diferencias significativas entre los tres grupos respecto de la edad, talla, masa corporal o frecuencia
cardiaca méaxima. Los grupos de sujetos altamente entrenados mostraron valores significativamente mayores de volumen
espiratorio forzado en un minuto (p<0.05), VO, max. (p<0.001) y carga maxima (p<0.001) en comparacion con los sujetos
desentrenados (Tabla 1)

Gases Sanguineos

Los datos de la PaO, y de la Ai-aDO, se muestran en la Tabla 2. En reposo, no se observaron diferencias significativas en
los valores medios de PaO, y Ai-aDO, entre los grupos. Sin embargo, durante el test de ejercicio, con la maxima carga, el
grupo HThyp mostré menores valores de PaO, y mayores valores de Ai-aDO, que el grupo UT (p<0.001) y que el grupo
HT,,. (p<0.01). Durante la recuperacion, los datos de la PaO, fueron significativamente diferentes entre los grupos HThyp y
HT,,. (p<0.05).

Histamina

No se hallaron diferencias significativas entre los tres grupos en la concentracion plasmatica de histamina y en la
concentracion de histamina en sangre total durante ninguna de las etapas de los tests. Todos mostraron un incremento
significativo en la concentraciéon plasmatica de histamina entre el reposo y la carga maxima (p<0.01 y p<0.05,
respectivamente) pero no se observaron diferencias entre el reposo y la recuperacion. La concentracién de histamina en la
sangre total fue significativamente mayor con la carga maxima y en la recuperacion en los grupos HThyp (p<0.05), HT,,,
(p<0.01) y UT (p<0.001) que en reposo (Tabla 3). Los valores basales de %H no difirieron significativamente entre los tres
grupos. Sin embargo, con el ejercicio maximo, hubo un incremento significativo en el grupo HThyp (p<0.01) pero no en los
grupos no hipoxémicos (Figura 1A). Durante la recuperacion, los valores de %H no difirieron de los valores de reposo en
ningun grupo. Se hallaron correlaciones significativas en el grupo HThyp entre 1) el incremento en el %H y la caida en la
PaO, entre el reposo y el ejercicio méximo (n = 9, r = 0.74, p<0.05) (Figura 2), lo cual no fue observado en los grupos HT,,,
(n=9, r=0.09, p=0.82) 0 UT (n=10, r = 0.16, p = 0.65); y 2) entre el cambio en el %H y el incremento en la Ai-aDO, entre
el reposo y el gjercicio maximo (n=9, r=0.68, p<0.05), lo cual tampoco fue observado en los grupos HT,,, (n =9,r 0 0.16, p
=0.73) o UT (n = 10, r = 0.25, p = 0.49).

Basofilos

Las cuentas de basofilos no fueron significativamente diferentes entre los grupos en ninguna etapa de los tests. Los grupos
HT y UT exhibieron una reduccion significativa durante el ejercicio (p<0.01), pero durante la recuperacion solo los grupos
UT y HT,,, retornaron a los valores de reposo, lo que no ocurrié en el grupo HThyp (p<0.05) (Figura 1B).

Contenido de Histamina

El contenido de histamina en los basofilos no fue significativamente diferente entre los tres grupos en ninguna de las
etapas de los tests. Se observd un incremento significativo en el contenido de histamina en los grupos HThyp, HT,,. y UT
entre el reposo y el ejercicio maximo (p<0.05, p<0.01 y p<0.001, respectivamente) y entre el reposo y la recuperacion post
ejercicio (p<0.05, p<0.05 y p<0.001, respectivamente) (Figura 1C). Sin embargo, el incremento en el contenido de
histamina de los basdfilos entre el reposo y el ejercicio maximo fue significativamente menor en el grupo HThyp que en los
grupos HT, .y UT (p<0.05) (Figura 3).

Osmolaridad

Se observaron incrementos en la osmolaridad de la sangre (p<0.001), K* (p<0.001) y Na* (p<0.001) entre el reposo y el
ejercicio maximo en los tres grupos. Los valores de todos estos parametros retornaron a los niveles de reposo al quinto
minuto de la recuperacion post ejercicio, excepto la concentracion de Na* en el grupo UT (Tabla 4). Los valores de reposo
no fueron diferente entre los tres grupos; sin embargo, los valores maximos fueron menores en el grupo HThyp que en el
grupo UT respecto de la osmolaridad (p<0.01), K* (p<0.05) y Na* (p<0.005). No se hallaron diferencias significativas entre
los grupos HThyp y HT,,.. Tampoco se hallaron correlaciones significativas entre los cambios en estos parametros y los
cambios en el %H.
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Tabla 3. Cambios en la histamina plasmdtica y en la histamina en sangre total durante el test de ejercicio progresivo hasta el
agotamiento. Los valores son medias + EE. Significativamente diferente de los valores de reposo: * p<0.05;  p<0.01; £ p<0.001.
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Figura 1. Liberacién de histamina (%H, A), cuenta de basdfilos (baséfilos; B) y contenido de histamina (HC; C), en sujetos de control
desentrenados (UT; barras blancas), en sujetos no hipoxémicos altamente entrenados (HT,,; barras a rayas), y sujetos altamente
entrenados con hipoxemia inducida por el ejercicio (HThyp, barras negras) en reposo (Reposo), durante el ejercicio maximo (Max.), y
al 5to minuto de la recuperacion (Rec.). Significativamente diferente de los valores de reposo dentro de los grupos: *p<0.05,

*p<(.01, **p<0.001.



DISCUSION

Los resultados de la presente investigacion mostraron que el incremento en la liberacion de histamina durante el ejercicio
no esta asociado con el incremento en la cuenta de basdfilos, en el contenido de histamina de los basofilos o en la
osmolaridad de la sangre en atletas extremos. Sin embargo, hallamos un menor incremento en el contenido de histamina
en estos atletas durante el ejercicio en comparacién con los atletas de control y con los sujetos desentrenados y una
reduccion en la cuenta de basdfilos en cada grupo durante el ejercicio maximo pro solo en los atletas extremos al 5to
minuto de recuperacion post ejercicio.

0.4 - r=0.74
P < 0.05
0.3 (n=9)
0.2 O
S
g 01 °®
0.0 - L ] . .
.0'1 -
0.2 - : , ,
-10 -15 -20

A PaQ, (Torr)
(Mix - Reposo)
Figura 2. Correlacion entre el incremento en la liberacion de histamina (D%H = %H durante el ejercicio maximo - %H en reposo) y la
caida en la PaO, (DPaO, = PaO, durante el ejercicio maximo-PaO, en reposo) durante el ejercicio en el grupo HThyp (n=9 sujetos).

Metodologia

Debido a que Anselme et al (2) y Préfaut et al (30) hallaron una fuerte correlacion entre el %H y la caida en la PaO, en
atletas extremos, nosotros utilizamos el %H como un indice de liberacién de histamina, mas que la histamina plasmaética o
la histamina en la sangre total. Sin embargo, el indice %H tiene en cuenta las variaciones tanto en la histamina plasmatica
como en la histamina total (2, 20, 27).

En el presente estudio hallamos un incremento en el %H durante el ejercicio progresivo hasta el agotamiento en los atletas
extremos pero no en los sujetos desentrenados, al igual que Anselme et al. (2). Sin embargo, en nuestros atletas extremos
el incremento medio en el %H estuvo por debajo del 0.1-0.2% hallado por estos autores, e.g., uno de nuestros sujetos
mostré una reduccién en el %H y dos mostraron un incremento de ~ 0.02%. Asimismo, no hallamos diferencias
significativas en el %H durante el ejercicio méaximo entre el grupo HThyp y los grupos no hipoxémicos. A pesar de esto,
hallamos la misma correlacion significativa entre los cambios en el %H y la caida en la PaO, durante el ejercicio (2, 30) en
el grupo HThyp.
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Figura 3. Comparacion de los cambios en el contenido de histamina de los basdfilos (DHC) entre los grupos UT, HT,,. y HThyp, entre

el ejercicio maximo y el reposo (Max-Reposo) y entre los niveles de recuperacion y de reposo (Rec.-Reposo). Significativamente mayor
que el grupo HThyp, *p<0.05

Hipoxemia Inducida por el Ejercicio y Liberacion de Histamina

El desarrollo de la EIH en nuestros atletas altamente entrenados es consistente con los reportes publicados previamente
en la literatura. Siete atletas mantuvieron la PaO, dentro de los 8-15 Torr de los valores de reposo, y otros dos mostraron
reducciones de 15 a 20 Torr en la PaO,. Asimismo, esta caida en la PaO, estuvo acompaifiada por una mayor Ai-aDO,
maxima en el grupo HThyp en comparacion con los grupos HT,,. y UT. Este ultimo resultado para los atletas extremos ha
sido previamente sugerido, con una correlacion significativa entre los cambios en la Pa0O, y la elevacién en la Ai-aDO, (16,
35). En el presente estudio, hemos estudiado por primera vez el %H durante el ejercicio en atletas no hipoxémicos
altamente entrenados y mostramos que el grupo HT,,, no presenté un cambio significativo en el %H durante el ejercicio
progresivo, siendo similar el caso para los sujetos desentrenados. Este resultado fortalece la hipdtesis de una relacion
entre la EIH y el %H. La falta de incremento en el %H en el grupo HT,,. estuvo asociada con una Ai-aDO, méxima que fue
menor a la observada en el grupo HThyp. Esto es consistente con la hipdtesis de una contribucion de la liberacién de
histamina a la desmejora del intercambio de gases en la EIH. No obstante, nuestros resultados no pueden determinar si el
incremento en el %H es un efecto o una causa de la EIH. El hallazgo de Préfaut et al. (30) (una parcial inhibicién de la EIH
con la inhalacién de un antihistaminico) provey6 evidencia de que este incremento en la liberacion de histamina durante el
ejercicio puede estar involucrado en el desarrollo de la EIH, pero es probable que la histamina por si sola no pueda inducir
alteraciones en el intercambio de gases, por lo que debe ocurrir otro fenémeno (30).

Histamina y Ejercicio Progresivo hasta el Agotamiento

Nosotros observamos que el ejercicio progresivo hasta el agotamiento induce el mismo incremento relativo en la histamina
total y la histamina plasmaética en sujetos no hipoxémicos, que el observado previamente en sujetos normales luego de la
realizacion de ejercicios (8, 17, 24). Por lo tanto, estos sujetos no mostraron cambios en la media del %H. En contraste, el
%H se incrementd en los atletas extremos debido a un acentuado aumento en la histamina plasmatica (2, 23), i.e., durante
el ejercicio, los niveles plasmaticos y totales de histamina se incrementaron en casi la misma proporcién en los sujetos no
hipoxémicos, mientras que el incremento en la histamina plasmatica estuvo relativamente mas acentuado (media ~ 50%)
respecto del incremento en la histamina total en los atletas hipoxémicos. En atletas altamente entrenados, la liberacion de
histamina puede estar relacionada con un proceso inflamatorio periférico (38) durante el ejercicio (14). Sin embargo, el
grupo HT,,. no exhibi6 un incremento en el %H, aunque alcanzaron el mismo nivel absoluto de ejercicio que el grupo
HThyp. Asimismo, la desmejora en el intercambio gaseoso en estos atletas extremos correlacioné significativamente con el
%H. Esto sugiere que una explicacién alternativa al incremento en la liberacién histamina durante el ejercicio puede ser
que parte de la histamina liberada proviene de la activacion de los basoéfilos y los mastocitos que se encuentran en el
pulmén luego de la inflamacion del mismo (38). Esta hipdtesis esta respaldada por dos hechos: 1) nosotros recolectamos
las muestras de sangre de la arteria y no de la vena (17) y 2) investigaciones recientes con lavados broncoalveolares han
sugerido que el gjercicio intenso puede desmejorar la integridad de la barrera pulmonar sangre - gas en los atletas de elite
e inducir la liberacion de mediadores inflamatorios (18).



Recuento de Basofilos

En el presente estudio no se observaron diferencias significativas en la cuenta de basoéfilos entre los grupos de sujetos
altamente entrenados en resistencia y los sujetos del grupo control. Nieman et al. (27) originalmente reporté este
resultado para atletas en general y en reposo, y nosotros hemos extendido estos resultados con datos similares pero bajo
condiciones de ejercicio y en un grupo de atletas altamente entrenados que exhibian EIH. Por lo tanto podemos concluir
que el entrenamiento de alta intensidad no induce una alta cuenta de basoéfilos y que por lo tanto el nimero de basdfilos no
puede explicar el incremento en el %H asociado con la EIH. Por lo tanto, otros factores deberian intervenir. Nosotros
describimos, por primera vez para nuestro conocimiento, una reduccién en la cuenta de basdfilos durante la realizaciéon de
ejercicios progresivos hasta el agotamiento en sujetos sanos. Este es el primer estudio que ha investigado especificamente
los cambios en la cuenta de basdéfilos durante la realizacion de ejercicios progresivos, con la inica excepcion de un estudio
de hace 40 afios pero en donde se utiliz6 ejercicio de una duracién mucho mayor (8). Nuestros datos sugieren que el test
de ejercicio progresivo hasta el agotamiento estuvo acompafiado por una “basopenia” en todos los grupos. Esta basopenia
inducida por el ejercicio pudo haberse debido al método de conteo, el cual se baso en la tincién especifica de los granulos
de basdfilos y la deteccion de las células tefiidas. También pudo haberse debido a la degranulaicon parcial de los basdfilos
durante el ejercicio y a la consecuente subestimacion de la cuenta que ocurre en presencia de basdfilos ligeramente
tefiidos que son dificiles de distinguir de los leucocitos no basoéfilos con tincidn nuclear. Estas células intermedias son
normalmente omitidas en la cuenta de basodfilos debido a esta incerteza (13). Esta hipdtesis esta respaldada por el hecho
de que esta basopenia desaparecié durante el periodo de recuperacion en los hombres no hipoxémicos.

Osmolaridad (osmollcz de Concentracién de K (g/L) conceniracion de Nat (mmol/L)
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Tabla 4. Cambios en la osmolaridad de la sangre y en las concentraciones sanguineas de K* y Na* durante los test de ejercicio
progresivo hasta el agotamiento. Los valores son medias = EE. Significativamente diferente de los valores de reposo: *p<0.01, t
p<0.0001.

En efecto, al igual que en la mayoria de las investigaciones (12, 20, 22, 24) no hemos observado cambios en el nimero de
basoéfilos entre las cunetas de baséfilos pre y poste ejercicio. Por lo tanto, preferimos el término pseudobasopenia. La caida
en la cuenta de basoéfilos probablemente refleja la desgranulacion de los basofilos, lo cual sugiere un proceso inflamatorio
inducido por el ejercicio progresivo. La cuenta de basdfilos en atletas extremos, sin embargo, no retornd a los niveles de
reposo luego de transcurridos cinco minutos de la recuperacion. Esto puede estar relacionado con el hecho de que esta
poblacion de sujetos presenta un incremento en el %H durante el ejercicio, por lo que hipotetizamos que esta baja cuenta
de basofilos luego del ejercicio pudo haberse debido a la completa desgranulacion de los basdfilos. Nuevamente, este
resultado sugiere una respuesta inflamatoria inducida por el ejercicio progresivo que se ve incrementada en los atletas
extremos.

Esta alta desgranulacion de los basdfilos también pudo haber sido causada por una incrementada estimulacion debida a
varios factores entre los que se encuentra la hiperosmolaridad (10). En acuerdo con la literatura (11), hemos hallado un
incremento en la osmolaridad y en la concentracién de cationes durante el ejercicio. No obstante, los atletas extremos no
presentaron un mayor valor maximal medio de osmolaridad en comparacién con los sujetos desentrenados o con los sujetos
entrenados no hipoxémicos. Esta observacion no es consistente con la hipotesis de la activaciéon hiperosmolar de la
liberacion de histamina en estos atletas. Asimismo, los sujetos controles desentrenados mostraron un mayor valor medio
méximo de concentracién sanguinea de Na* que los atletas extremos, lo cual respalda la hipétesis de un efecto inhibitorio
del Na" exdgeno sobre la liberacion de histamina (4). Sin embargo, nosotros no hallamos diferencias significativas entre los
grupos hipoxémico y no hipoxémico ni tampoco una correlacion significativa entre el cambio en el %H y la concentracién
de Na*. Nuestros datos por lo tanto no respaldan la hip6tesis de una influencia de factores no inflamatorios tales como la
hiperosmolaridad o la concentracién sanguinea de cationes sobre el incremento en la liberacién de histamina en atletas
extremos. Otros factores podrian inducir una elevacion en la liberacién de histamina, tal como las citoquinas. Por ejemplo,



se sabe que la interleukina-1 (IL-1) es un mediador inflamatorio y un factor liberador de histamina (21) y ademaés que se
incrementa con el ejercicio (6, 34). Recientemente, nuestro laboratorio ha mostrado que la liberacion de histamina estaba
aumentada en atletas altamente entrenados en comparacion con los sujetos desentrenados (25). Obviamente, se requieren
estudios adicionales para esclarecer los mecanismos involucrados y para confirmar o eliminar la hipétesis de la respuesta
inflamatoria y la de las citoquinas.

Contenido de Histamina

Los resultados de este estudio no mostraron diferencias en el contenido de histamina entre los sujetos no hipoxémicos y los
atletas extremos. Por lo tanto nosotros no podemos explicar el incremento en el %H en los atletas extremos por medio de
la elevacion en el contenido de histamina inducida por el entrenamiento de alta intensidad. Para nuestro conocimiento,
desde la investigacion de Duner y Pernow en 1958 (8), no se ha llevado a cabo otra investigacion acerca del contenido
celular de histamina durante el ejercicio. Nosotros hallamos, al igual que estos investigadores, un incremento en la
histamina celular en los sujetos desentrenados de control; y también hallamos este incremente en los atletas altamente
entrenados. Este incremento en ambos grupos pudo deberse a un incremento en la sintesis de histamina durante el
ejercicio. La literatura es consistente con esta hipétesis: 1) el ejercicio deriva en una elevada actividad plasmatica de la
IL-1 (6, 34); y 2) la IL-1 puede inducir un incremento en la sintesis de histamina en los baséfilos (36). El incremento en el
contenido de histamina en los basdfilos observado en los atletas extremos durante el ejercicio fue menor que el observado
en los sujetos desentrenados y en los sujetos altamente entrenados no hipoxémicos. Una explicacion del bajo contenido de
histamina en los basoéfilos asociado con la reduccién en la cuenta de basoéfilos y el incremento en el %H en atletas
altamente entrenados durante el ejercicio es el incremento en la desgranulacién de las células basdfilas. Como mostramos
anteriormente, el aumentado %H en los basdfilos en atletas extremos no puede deberse a un efecto provocado por el
entrenamiento de alta intensidad sobre los basofilos o a una estimulacion hiperosmolar no inflamatoria. Sin embargo, esto
puede ser explicado a través de un proceso inflamatorio sistémico (14) y/o pulmonar (18) inducido por la alta carga de
trabajo alcanzada por los atletas extremos.

En conclusion, no podemos explicar el incremento en la liberacion de histamina asociada a la EIH mediante la elevacion en
el numero de basdfilos o en el contenido de histamina en atletas extremos. Esto sugiere que otro tipo de células pueden
estar interviniendo: los mastocitos. Sin embargo, la observacion de una baja cuenta de basoéfilos durante la recuperacion y
el relativamente bajo incremento en el contenido de basdéfilos durante el ejercicio maximo asociado con el incremento en el
%H sugiere la desgranulacion de los basoéfilos durante el ejercicio en atletas extremos. En estos atletas, la desgranulacion
no estuvo asociada con la estimulacion hiperosmolar durante el ejercicio, pero pudo estar relacionada con algin proceso
inflamatorio. Nosotros hipotetizamos que el incremento en la liberacion de histamina en los atletas extremos se debe, al
menos parcialmente, a una elevada desgranulacién de los basdfilos circulantes en respuesta a la estimulacién provocada
por factores inflamatorios durante el ejercicio, tales como las citoquinas. Esta especulacién, obviamente requiere de
investigacién adicional.
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