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RESUMEN

El ejercicio puede asociarse con numerosos beneficios para la salud, pero la actividad fisica excesiva, como por ejemplo el
fitbol de alto rendimiento, puede provocar estrés y dafio oxidativo en las células. El entrenamiento de fatbol puede
producir un desequilibrio entre las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (RNOS) y los antioxidantes, que se denomina
estrés oxidativo. En este trabajo cuantificamos los niveles de carbonilacidon, y las actividades de las enzimas antioxidantes
superodxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), durante un protocolo de ejercicios intermitentes de alta intensidad.
Dieciocho jugadores del fatbol entrenados realizaron un protocolo de ejercicios intermitentes de alta intensidad. Se
tomaron muestras de sangre antes e inmediatamente después de la realizacion de los ejercicios y fueron luego
centrifugadas para separar el plasma y la fracciéon celular. La actividad de las enzimas SOD y CAT fue determinada
mediante espectrofotometria. El dafio oxidativo en los lipidos fue analizado a través de TBARS y en las proteinas mediante
el andlisis de los grupos carbonilos. Este estudio demostro que este tipo de protocolo de ejercicios con esprints repetidos
especifico para jugadores de fltbol, produce estrés oxidativo, observado a través de diferencias significativas en la
peroxidacion lipidica y en los carbonilos proteicos luego de los ejercicios. Ademas, el aumento en la actividad de las
enzimas SOD y CAT, sugiere una adaptacion antioxidante de estos atletas frente al protocolo.
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INTRODUCCION

El ftbol es un deporte complejo, ampliamente practicado, en el que los jugadores necesitan poseer habilidades técnicas,
tacticas y fisicas para tener éxito (1). Esta modalidad se define como un ejercicio intermitente, predominantemente



aerodbico, con periodos con series de alta intensidad. El hecho que los jugadores realicen 150-250 acciones de alta
intensidad durante un juego y presenten valores de lactato sanguineo de 2-14 mM indica que, durante un partido, la tasa
de produccion de energia anaerébica es alta (2,3). Un analisis reciente de un partido (4) demostrd que algunos esprints
estan separados por periodos de descanso de corta duracion (<30 seg), qué afectan negativamente el rendimiento de
esprint subsiguiente (5). Por esa razon, el entrenamiento con esprints largos podria mejorar el rendimiento en esprints
repetidos (6). Sin embargo, sélo se han realizado algunos estudios con protocolos de esprints en humanos. En el fltbol la
preparacion fisica mediante carreras con esprints largos (>10 s) se utiliza para entrenar, ya sea la resistencia frente a la
acidosis lactica o la capacidad de realizar los esprints largos a gran velocidad, ambas necesarias, por ejemplo, para un
contraataque. Los esprints largos no se observan frecuentemente en los partidos de fitboloficiales, pero desempefian un
papel esencial en la preparacion fisica de los atletas y es una practica habitual en los equipos brasilefios.

La generacion de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno (RNOS) se produce de manera habitual como parte del
metabolismo celular normal, y aumenta en condiciones de estrés fisico (7). Por lo tanto, el entrenamiento de futbol puede
producir un desequilibrio entre las RNOS y los antioxidantes, situaciéon que se conoce como estrés oxidativo. La actividad
fisica aumenta el consumo de oxigeno y la generacion de radicales libres de diferentes maneras, de hecho entre 2% y 5%
del oxigeno utilizado en la mitocondria produce radicales libres en los ejercicios aerdbicos (8). En el entrenamiento con
esprints, que es un ejercicio predominantemente anaerébico, pueden surgir otras fuentes de RNOS a través de diferentes
vias: especialmente a través de la producciéon de xantina y NADPH oxidasa, metabolismo de prostanoides,
isquemia/reperfusion, actividad fagocitica y estallido respiratorio, ruptura de las proteinas que contienen hierro, y
alteracion en la homeostasis del calcio (8,9). Otros procesos que involucran la produccién de RNOS durante el ejercicio son
el aumento en la temperatura central, en las catecolaminas y en el acido lactico, quienes tienen la capacidad de convertir
el superoxido a hidroxilo (10, 11).

El ejercicio puede asociarse con numerosos beneficios para la salud, pero la actividad fisica excesiva, por ejemplo el fitbol
de alto rendimiento, puede producir estrés y provocar dafio oxidativo en las células (12, 13). El dafio celular
frecuentemente se caracteriza por modificaciones en diferentes macromoléculas, entre las que se incluyen las proteinas,
lipidos, y acidos nucleicos, y puede producirse en respuesta frente a ejercicios de alta intensidad como el fatbol, que
plantea grandes exigencias aerdbicas y anaerdbicas durante un partido (14-16). En el cuerpo, las RNOS se neutralizan a
través de un elaborado sistema de defensa antioxidante compuesto por enzimas tales como catalasa (CAT), superoxido
dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), y numerosos antioxidantes no enzimaticos, entre los que se incluyen las
vitaminas E y C, el glutatidn, la ubiquinona y los flavonoides (8,17). Se sabe que el entrenamiento fisico regular constituye
un factor potencial de aumento de SOD, CAT y GPX, tal como se observa en numerosos estudios, y proporciona una
"proteccion" adicional durante los periodos de intenso estrés fisico que se producirian tanto con los ejercicios aerébicos
como con los anaerdbicos (18-21). Por lo tanto, debido a la falta de informacion sobre los efectos redox del ejercicio fisico
en jugadores de fatbol, nosotros medimos la peroxidacion lipidica, el nivel de carbonilacion, y las actividades de las
enzimas antioxidantes SOD y CAT durante un protocolo de ejercicio intermitente de alta intensidad.

METODOS

Sujetos

Dieciocho jugadores de futbol jovenes entrenados integrantes del equipo del Gremio de Porto Alegre (Brasil) participaron
voluntariamente en este estudio.

La edad media fue 17%0,5 anos y los valores medios de talla, masa corporal, y porcentaje de grasa corporal fueron: 174+5
cm, 74,0£6,5 kg y 9,7+1,6%, respectivamente. El porcentaje de grasa corporal fue estimado a través de la suma de
pliegues corporales, siguiendo la metodologia descripta por Jackson y Pollock (22). Todos los jugadores firmaron un
consentimiento informado. El estudio fue aceptado por el Comité de Etica de Investigacién de la Universidad Federal de
Rio Grande do Sul (UFRGS).

Ningun sujeto reportd el consumo de compuestos antioxidantes, tales como vitaminas y/o medicamentos. Se solicité a los
atletas que evitaran consumir bebidas alcohdlicas o cafeina durante por lo menos 24 horas antes del dia de la evaluacion
con ejercicios. Los atletas recibieron 500 mL de una bebida deportiva 2 horas antes del partido, para asegurar el estado de
euhidratacion. Los atletas no consumieron ningtn fluido durante el ejercicio.

Procedimientos Experimentales

Las pruebas se realizaron en el campo de entrenamiento del estadio de Fttbol del Gremio de Porto Alegre. La temperatura



y humedad relativa eran 4°C y 54%, respectivamente. Esto en Brasil se considera una temperatura fria que no causa estrés
térmico adicional. Las muestras de sangre fueron recolectadas durante una sesion de entrenamiento tipica, que consistid
en 15 minutos de entrada en calor seguida por 10 series de esprints de 200 m repetidos dos veces (10 x 2 x 200 m) lo que
significa 20 esprints de 200 metros. Hubo una recuperacion de 30 s entre cada esprint de 200 metros y una recuperacion
de 90 s después de dos esprints consecutivos. Los atletas realizaron 200 metros en 40 segundos con una velocidad media
de 18 km.h". Este tipo de ejercicio fue clasificado como entrenamiento de esprints repetidos de larga duracién (>10 s)
(23).

Las muestras de sangre (10 mL) fueron obtenidas de la vena antecubital antes e inmediatamente después del ejercicio. La
separacion entre plasma y fraccion celular se realizé mediante centrifugacion.

Deshidratacion y Osmolalidad

La masa corporal se determin6 con una balanza digital (Plena, modelo MS-601) antes y después del entrenamiento. Los
cambios relativamente pequefios en la masa debidos a la oxidacion de sustrato y a otras fuentes de pérdida de agua fueron
ignorados. Se solicitd a los jugadores que ajustaran las necesidades fisioldgicas (por ejemplo, miccién) antes de que se
efectuara la medicion de la masa corporal. El porcentaje de deshidratacion se calculd por la diferencia entre la medicion
inicial y final de la masa corporal. La osmolalidad del plasma (mOsm.kg'l) fue determinada mediante un Osmometro a
Presién de Vapor (Vapro® ,Wescor).

Concentraciones de Lactato y Glucosa en Sangre

Las concentraciones de lactato y de glucosa fueron determinadas a partir de una muestra de sangre obtenida por puncion
digital, que fue inmediatamente analizada con un analizador de lactato (AccuSport, Roche, Alemania) y de glucosa (Accu
Check Active, Roche, Alemania).

Actividad de las Enzimas Antioxidantes

La actividad plasmatica de la superdxido dismutasa (SOD, E.C. 1.15.1.1) fue determinada espectrofotométricamente a
través de la tasa de inhibicion de formacion auto-catalitica del adrenocromo en un buffer de reaccién que contenia 1 mM
de adrenalina/50 de mM glicina-NaOH (pH=10,2)/1 mM catalasa, tal como se describiera previamente (Klamt et al., 2002).
La actividad de la catalasa (CAT, E.C. 1.11.1.6) fue establecida determinando la tasa de disminucién del perédxido de
hidrégeno (H,0,) (24). Las muestras de eritrocitos (300 pL) fueron centrifugadas (3000 xg; 10 min) y 100 pL del
sobrenadante se mezclaron con 1 mL de buffer fosfato con 14 mM de H,0, (40 pL). Luego se leyo la absorbancia a 240 nm
durante 60 s.

Contenido de Grupos Carbonilo en las Proteinas

Como indicador de dafo oxidativo en las proteinas se determinaron los grupos carbonilos (25). Las proteinas de 300 pl de
plasma fueron precipitadas por la incubacién con &cido tiobarbiturico (TCA) 20% (100 ul) durante 5 minutos en hielo, y
luego fueron centrifugadas a 4000 xg durante 5 minutos. El precipitado (pellet) fue disuelto en 100 pl de NaOH 0,2 M, y se
le agregaron 100 ul de HCI 2 M o 2,4-dinitrofenilhidrazina 10 mM (DNPH) en HCI 2 M para duplicar las alicuotas para la
derivatizacion del blanco (tubo control) o de los grupos carbonilos, respectivamente. Las muestras fueron mantenidas
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las proteinas fueron precipitadas con TCA, y lavadas tres veces con 500 pl
1:1 etanol:acetato de etilo con periodos de reposo de 15 minutos para remover el exceso de DNPH. Las muestras fueron
disueltas en 200 ul de guanidina 6M en KH2P0O4 20mM, pH 2,3.

Se leyo0 la absorbancia a 370 nm. El contenido de carbonilo (nmol/mg proteina) fue calculado utilizando un coeficiente de la
extincién molar de 22000 M/cm a 370 nm luego de restar la absorbancia del blanco.

Daiio Oxidativo en los Lipidos

La produccion de malondialdehido (MDA), un indicador de peroxidacion de lipidos, se evalud a través de la cuantificacion
de las especies reactivas de acido tiobarbitirico (TBARS) tal como se describiera previamente (26). Brevemente, las
muestras fueron mezcladas con 600 nL de TCA 10%, centrifugadas (10000 xg; 10 min) y 500 uL del sobrenadante fueron
mezclados con 500 uL de acido tiobarbitirico 0,67% (TBA). Luego, la muestra fue calentada en un bafio de agua hirviendo
durante 15 minutos. Las TBARS fueron determinadas por absorbancia a 532 nm.

Analisis Estadisticos

Todos los datos se expresan en forma de media+error estandar de la media. Los datos fueron analizados con el software
estadistico SPSS (Version 12.0). Para efectuar las comparaciones de las variables antes y después del ejercicio se utiliz6 el



test-t de muestras apareadas. La significancia fue fijada en valores de p<0,05.

RESULTADOS

Deshidratacion, Osmolalidad, Glucosa y Lactato en Sangre

Los atletas se deshidrataron 1,8+0,2% de su masa corporal al final del entrenamiento. La osmolalidad del plasma en
reposo fue 252,6+4,79 mOsmol.kg” y 272,8+4,4 mOsmol.kg" después del ejercicio. Los datos sugieren que el ejercicio no
alterara la deshidratacion. Por otra parte, se observé un aumento significativo en los niveles de glucosa y lactato en sangre
después del ejercicio. Las concentraciones de glucosa en sangre en reposo y después del ejercicio fueron 82,7+2,7 mg.dL"
y 99,2+3,4 mg.dL", respectivamente (Figura 1A). Las concentraciones de lactato sanguineo en reposo y después del
ejercicio fueron 1,6+0,1 mg.dL" y 4,1+0,4.dL", respectivamente (Figura 1B).
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Figura 1. Panel A; Glucosa sanguinea, Panel B; Lactato sanguineo, Panel C; Actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD), y
Panel D; Actividad de la enzima catalasa de los eritrocitos (CAT). Los resultados se presentan en forma de mediaxerror estdndar de la
media, *; p<0.05.

Parametros de Estrés Oxidativo

La actividad plasmatica de la SOD aument$ significativamente con valores en reposo de 9,10+0,71 U de SOD.mg proteina’
y 12,0+0,8 U de SOD.mg proteina™ después del ejercicio (Figura 1 C). La actividad de la catalasa aument6 de 51,9+2,7 U
de CAT.mg proteina” en reposo a 62,5+2,7 U de CAT.mg proteina’ después del ejercicio (Figura 1D).

La relacion entre las enzimas (SOD/CAT) no cambid significativamente (por ejemplo, 0,18+0,01 en reposo y 0,20 + 0,02
después del ejercicio) (Figura 2A). La peroxidacion de lipidos establecida a través de la evaluacién de TBARS, aumento
significativamente tomando valores de 0,32+0,02 nmol.mg proteina” en reposo a 0,57 + 0,06 nmol.mg proteina™ después
del ejercicio (Figura 2B). Los grupos carbonilos en las proteinas plasmdaticas aumentaron significativamente después del
ejercicio, ya que su valor en reposo fue 0,59 * 0,05 nmol.mg proteina” y después del ejercicio fue 1,13 * 0,06 nmol.mg
proteina” (Figura 2C).
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Figura 2. Parametros correspondientes al estrés oxidativo: Panel A: Relacion SOD/CAT; Panel B: Concentracion plasmdtica de las
sustancias reactivas al dcido tiobarbittrico (TBARS); Panel C: Niveles plasmadticos de los grupos carbonilos proteicos. Los datos fueron
comparados con los niveles observados en la condicion reposo. Los resultados se presentan en forma de mediaterror estdndar de la
media, *; p<0.05.

DISCUSION

Deshidratacion

Debido a la falta de informacion en este area, nosotros investigamos los efectos de ejercicio de alta intensidad sobre el
estado redox [es decir, el equilibrio entre las actividades de la defensa antioxidante no enzimatica y enzimética, y la
produccion de ROS (especies reactivas del oxigeno)].

Nosotros observamos que la pérdida de fluidos de los jugadores de fatbol era aproximadamente 1,8% de su peso corporal.
Numerosos autores han demostrado que los jugadores de fatbol presentan un porcentaje de deshidratacion considerable
(27-29), alcanzando valores de 1,2% después de las sesiones de entrenamiento y 1,4% después de la competencia (30). El
Colegio Americano de Medicina del Deportes (31) afirma que un porcentaje igual o mayor a 2% de la masa corporal
sefialan deshidratacion, que si es acompafiada por una osmolalidad plasmatica superior a 290 mOsmol.kg” puede provocar
fallas en el rendimiento. En nuestro estudio, no se observd el efecto negativo de la deshidratacién. La pérdida de fluidos no
produjo un menor rendimiento en los esprints repetidos. Los atletas realizaron el protocolo experimental entero sin afectar
negativamente al rendimiento. Sin embargo, los parametros de estrés oxidativo demostraron influencias claras sobre el
rendimiento evaluado.

Lactato y glucosa en sangre

Si bien durante el ejercicio no se permitié el consumo de CHO, se observé un aumento significativo en la concentracion de
glucosa después del ejercicio. Esta observacion puede ser explicada en funcién de factores hormonales de los jugadores,
que podrian haber influenciado la cinética de la glucosa durante el ejercicio. Otros autores (32-34) también encontraron
valores mayores de glucosa después del ejercicio, en comparacion con los valores en reposo y también informaron aumento
en los niveles de catecolaminas.

Durante el ejercicio, los niveles de glucosa en sangre son mantenidos por el higado a través de la glucdgenolisis y
gluconeogenesis hepaticas. De esta manera, los niveles de glucosa en la circulacién se mantienen estables. Esta relacion
relativamente simple y efectiva entre el higado y el musculo esquelético se mantiene por una compleja interaccion entre
los reguladores neuroenddcrinos circulantes y los liberados localmente (35). Las concentraciones moderadas de lactato
sanguineo encontradas en el presente estudio sugieren que la tasa de glucdlisis fue elevada en todos periodos de tiempo
durante el ejercicio.



Gaitanos et al. (36) no observaron cambios significativos en el lactato con su protocolo de evaluacién. Los autores
sugirieron que una mayor contribucién del metabolismo aerdébico contrarrestaria parcialmente la reduccién de la
glucogenolisis anaerobica. Por lo tanto, pareceria que mientras la contribucién aerdbica en un esprint simple y de corta
duracidn, es relativamente pequeiia, en los esprints repetidos habria una mayor contribucién aerdbica. La contribucion del
sistema energético durante los esprints repetidos estaria fuertemente influenciada por la duracién de los esprints (23).
Luego de 20 esprints repetidos realizados en nuestro protocolo, podemos explicar los niveles moderados de lactato y los
elevados niveles de glucosa en la sangre, a través de la reduccion en la glucdgenolisis anaerébica y del aumento en el
metabolismo aerdbico.

Actividad de las Enzimas Antioxidantes

El aumento significativo en la actividad de SOD puede ser explicado por el aumento en el radical superéxido durante el
ejercicio (37). El radical superoxido estd relacionado con la conversién de hemoglobina en metahemoglobina en los
eritrocitos, durante el ejercicio y es convertido en H,0, por la enzima SOD (38). En la célula, la SOD funciona como una
defensa antioxidante enzimatica primaria contra los radicales supero6xidos, y los aumentos en la actividad de la enzima
SOD, se corresponden con una mayor resistencia al estrés oxidativo (39). Otro estudio observo una relacion similar, donde
en jugadores del futbol se observé una mayor actividad plasmatica de la SOD en reposo que en sujetos no entrenados (40).

En nuestro estudio observamos diferencias significativas en la actividad de CAT, aunque hay pocos indicadores que
sugieren que el ejercicio fisico provoque aumentos en la actividad de la enzima CAT en el musculo esquelético. Algunos
estudios informaron disminucién o nivelaciéon en la actividad de la catalasa de los eritrocitos después del protocolo de
ejercicios (41-43).

Como enzima antioxidante, la CAT cataliza la desintegracion del H,0, para formar agua y O,. La CAT esta ampliamente
distribuida en la célula y hay elevadas concentraciones de la misma en peroxisomas y mitocondrias. Ademas, esta actividad
es mayor en las fibras musculares con gran capacidad oxidativa y es més baja en aquellas fibras musculares que tienen
menor capacidad oxidativa (44,45). El desequilibrio entre las enzimas antioxidantes, SOD y CAT puede provocar dafio
oxidativo (23, 46, 47). En nuestro estudio, la proporcién SOD/CAT no cambid, lo que demostraria un equilibrio en la
actividad de estas dos enzimas antioxidantes.

Daiio Oxidativo en Proteinas y Lipidos

En nuestro estudio, los niveles plasmaticos de carbonilacién aumentaron luego del ejercicio en comparacion con los niveles
observados en reposo.

Otros autores (48, 49) también observaron un aumento en los carbonilos proteicos inmediatamente después del ejercicio.
Asi, el ejercicio de larga duracion o de alta intensidad, podria aumentar significativamente la concentracién de carbonilo
después del ejercicio. Diferentes factores (50) pueden desencadenar la produccion de RNOS y aumentar la capacidad de
oxidacién de proteinas (por ejemplo, invasion de células fagociticas, hemolisis que produce un aumento en el hierro libre y
un desequilibrio en la homeostasis del calcio). El aumento en la produccion de RNOS a partir de cualquiera de estas
fuentes podria producir la oxidacién de la cadena lateral de los aminoacidos y la fragmentacién de polipéptidos, debido a
que todos los aminoécidos son susceptibles a la oxidacion catalizada por metales (21).

En concordancia con lo observado por otros autores (51, 52), se observé un mayor nivel de peroxidacion de lipidos después
del ejercicio. Sin embargo, algunos estudios (53,54) obtuvieron resultados opuestos. Esta diferencia puede deberse al
hecho de que cada estudio tenia variables diferentes, como intensidad, naturaleza de la muestra y tipo de ejercicio. El
aumento en MDA tendria una mayor dependencia del aumento en los niveles de consumo de oxigeno, que los periodos
momentaneos de isquemia y reperfusion, infiltracion de células fagociticas o desequilibrio en la homeostasis de calcio.
Estos aspectos relacionados a la lesion muscular podrian estar mas relacionados con los resultados de los carbonilos
proteicos (55) que con los resultados de MDA.

Concluciones

En sintesis, este estudio demostré que este tipo de protocolo especifico de ejercicios con esprints repetidos produce estrés
oxidativo en jugadores de futbol. El dafo oxidativo se comprueba por el aumento en los niveles de los carbonilos proteicos
y de la peroxidacion de lipidos. Sin embargo, el aumento significativo en la actividad de las enzimas SOD y CAT sugiere
que, con este protocolo, se produce una adaptacion del sistema antioxidante de estos atletas. A diferencia de los atletas
aficionados, el uso de marcadores de estrés oxidativo puede ser utilizado, junto con otros marcadores, como una
herramienta para prevenir lesiones y sobreentrenamiento, tanto en el ftbol profesional como en otros deportes que
requieren un elevado rendimiento. Actualmente, los nifios practican deportes de alto rendimiento a edades cada vez mas
precoces. Esos parametros son sumamente importantes para que el entrenamiento no dafie el crecimiento y el desarrollo
de los nifios. De esta manera, el "estado redox " del individuo puede ser utilizado como un marcador adicional en la



educacion fisica y en la prevencion de lesiones.
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