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RESUMEN

Estudios en plasma indican que el ejercicio fisico aerdébico incrementa las
defensas antioxidantes y reduce el estrés oxidativo en los seres humanos. No
obstante, la evidencia respecto al efecto del entrenamiento sobre el estrés oxidativo
y la actividad antioxidante en saliva es limitada. OBJETIVO: Examinar el efecto del
entrenamiento fisico aerébico sobre la concentraciéon de éxido nitrico, acido Urico,
actividad antioxidante total y estrés oxidativo en saliva de hombres jovenes
sedentarios. METODO: Antes y después de 14 semanas de entrenamiento, 24
hombres no entrenados fueron evaluados. Muestras de saliva se obtuvieron 24
horas, 1 hora antes, e inmediatamente después del ejercicio. La concentracion de
nitrito se determiné por la reaccién de Griess, hidroperéxidos lipidicos por el método
de FOX, dacido Urico mediante un kit enzimdatico y actividad antioxidante total por el
método del ABTS. Se empleé un Andlisis de Varianza de dos vias con medidas
repetidas en ambos factores, entrenamiento y tiempo. Los RESULTADOS: revelaron
que inmediatamente después del ejercicio con 24 horas se observo una mayor
reduccion del esirés oxidativo, al igual que después del entrenamiento en
comparacion a antes del entrenamiento. El dcido Urico aumenté inmediatamente
después del ejercicio antes del entrenamiento, pero se mantuvo constante después
del entrenamiento. La concentracion de éxido nitrico y la actividad antioxidante
total disminuyeron después del entrenamiento en comparacion a antes del periodo
de entrenamiento. CONCLUSION: Este estudio en saliva confirma informes en plasma
en los que se indica que el entrenamiento reduce el estrés oxidativo en seres
humanos.
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INTRODUCCION.

El oxigeno es esencial para la funcion celular y el organismo humano. No
obstante, existen especies reactivas de oxigeno (ERO) y derivados metabdlicos
como los radicales libres (RL) que se generan cuando las células utilizan el Oz en
reacciones metabodlicas que conllevan a la reduccion univalente del O2 y sus
derivados como RL (Sies, 1985). Estas ERO y RL activan el proceso de degradacioén
oxidativa de moléculas biolégicas como los lipidos de la membrana celular que
puede conllevar a la producciéon de malondialdehidos (MDA) y en consecuencia a
danos celulares significativos en el organismo (Sen, 1995; Leeuwenburgh y
Heinecke, 2001). El efecto de las ERO y algunos RL es mayormente contrarrestado
por los mecanismos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos existentes en el
organismo, pero un desequilibrio en los procesos oxidantes y antioxidantes, en favor
de los pro-oxidantes, genera una condicion celular de elevada concentracion de
especies reactivas conocida como estrés oxidativo.

En estado de metabolismo basal, se estima que entre el 2-4% del oxigeno
consumido por el organismo termina generando ERO y RL (Cadenas y Davies, 2000).
En respuesta a diferentes modalidades (isométricos e isotonicos) e intensidad (baja,
moderada y alta) del ejercicio, un grupo considerable de estudios han revelado
incrementos en la produccion de especies reactivas y RL, tales como: anién
superoéxido, radical hidroxilo y peréxido de hidrogeno. El ejercicio aerdbico, por
ejemplo, estd asociado a un aumento de 10-15% en el consumo de O: del
organismo y a un incremento de mds del 100% del flujo sanguineo a los mUsculos
activos durante ejercicios que involucran todo el organismo (Sen, 1995). Este
incremento en la utilizacién del O2 durante el ejercicio puede resultar en tasas de
produccion de ERO y RL que exceden la capacidad del organismo para
contrarrestar sus efectos y en consecuencia una condicion de estrés oxidativo
podria ocurrir en la realizacién de ejercicios tanto aerébicos como anaerdébicos
(Fisher y Bloomer, 2009). En cuanto a los efectos del ejercicio fisico realizado
regularmente, la evidencia indica que el entrenamiento fisico aerébico incrementa
la capacidad antioxidante y reduce el estrés oxidativo producido por el ejercicio
(Vincent et al, 2000). Estudios en animales y humanos también han revelado
respuestas adaptativas al ejercicio regular y moderado de resistencia que conlleva
también a disminuir el estrés oxidativo y a incrementar las defensas antioxidantes
(Ji, 2002).

Aunque la mayoria de los estudios citados anteriormente relacionados con el
ejercicio y el estrés oxidativo se han realizado en suero y plasma, la saliva es una
alternativa para evaluar las respuestas al ejercicio y adaptaciones al entrenamiento
fisico en los seres humanos (Gonzdlez et al., 2008). En ese sentido, el propésito
fundamental de este estudio estuvo dirigido a examinar los efectos de 14 semanas
de EFA sobre marcadores de procesos oxidantes y antioxidantes en muestras de
saliva de hombres jovenes sedentarios.

OBJETIVO.

Examinar los efectos del EFA sobre la produccion de 6xido nitrico (NO), la
concentracién dcido Urico (AU), la actividad antioxidante toral (AAT) y el estrés
oxidativo (EO) en muestras de saliva de hombres jévenes sedentarios.
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1. METODOLOGIA.

Poblacién y muestra: Un total de 24 estudiantes universitarios no entrenados
(edad: 21,5%0,5 ainos), cursantes de la asignatura Educacion Fisica de Base del
Departamento de Educacion Fisica de la Universidad de Los Andes; libres de
enfermedades cronicas, tales como: enfermedades cardiovasculares, respiratorias,
ortopédicas, metabdlicas, y/o cdncer; y sin contraindicaciones para realizar
ejercicios fisicos respondieron a la invitaciéon a participar en forma voluntaria en el
estudio. Los estudiantes también aceptaron a participar en el entrenamiento fisico y
a donar las muestras de saliva durante el lapso de este estudio. Después de dar su
aceptacion, se les solicité la firma de la carta de consentimiento y se obtuvo su
informacion personal. Los métodos empleados en este estudio estuvieron ajustados
a las normas del comité de Bioética de la Universidad de Los Andes y al cédigo de
ética de la Asociacion Médica Mundial (Declaraciéon de Helsinki).

* El entrenamiento: El entrenamiento fisico aerdébico se realizé por 14 semanas
durante las clases de la asignatura Educacidén Fisica de Base del
Departamento de Educacion Fisica de la Universidad de Los Andes. Cada
clase consistio de 90 minutos de actividad fisica aerdbica, las cuales fueron
realizadas cuatro veces por semana teniendo tres dias a la semana sin
actividad fisica (un dia libre entre semana y el fin de semana). Al inicio y al
final de las 14 semanas de enirenamiento se realizaron las respectivas
mediciones.

= Toma y Andlisis de las Muestras de Saliva: Las muestras de saliva estimulada
de cada participante fueron obtenidas antes y después de las 14 semanas de
EFA en el siguiente orden: 24 horas (24 h) y 1 hora (1 h) antes, e
inmediatamente después (IDE) de la carrera de 2400 metros. El
procedimiento empleado para tomar las muestras consistié en: Después que
se enjuagaron la boca con aguaq, las muestras de saliva estimulada de cada
participante se recolectaron en tubos de ensayo e inmediatamente
almacenadas a -5° C para trasladarlas al laboratorio y almacenarlas en el
refrigerador. Después de descongelarlas, las muestras de saliva fueron
colocadas en un vibrador para homogenizar las muestras; centrifugadas a
3.000 rpm durante 10 minutos; colocadas en tubos de ensayos Eppendorf y
almacenadas de nuevo en el refrigerador para posterior andlisis. Los ensayos
uvtilizados para el andlisis de las muestras de saliva estan descritos en detalle
en Gonzdlez et al, (2008). En breve, el procedimiento de cada ensayo
consistié en:

» Oxido Nitrico: La concentracién de nitritos en las muestras de saliva fue
determinada a través de un método colorimétrico basado en la reaccion
de Griess (Green et al., 1982). En forma breve, a 50 pL de una muestra de
saliva, 100 yL de 14 mM sulfanilamida en 2 N HCI, 100 pL de 4 mM de N-
(1naftil)-etilendiamina (NED) en agua y 750 uL de 0.2 M KCI-HCL (pH. 1.5)
fueron agregados. Las muestras fueron encubadas a 37° C por 10 minutos y
luego fueron centrifugadas a 5.000 rpm durante 10 minutos. Absorbancia
fue medida a 540 nm y nitrito de sodio (NaNO:) fue usado como un
estandar.
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» Acido Urico: La concentracién de AU se determiné en las muestras de
saliva a través de los reactivos de un kit enzimatico suministrado por
Qualitest (Industria Qualitest, Venezuela) como previamente descrito por
Fossati, Prencipe y Berti (1980).

» Actividad Antioxidante Total: La AAT de las muestras de saliva en reaccion
con estable cation radical 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid; ABTS) se determiné de acuerdo con el método ABTS (Re ef al., 1999)
con ligeras modificaciones. El cation radical ABTS (ABTS+) fue producido
reaccionando ABTS con persulfato de potasio (K2520s). El ABTS se disolvid
en agua a una concentraciéon de 7 mM. El cation radical ABTS (ABTS *) se
produjo por la reacciéon de la solucion stock de ABTS con persulfato de
postasio a una concentracién final de 2.45 mM (en agua) en oscuridad
durante 12-16 horas para permitir la completa generacién del radical
antes de su uso. Esta solucion fue luego diluida con 40 mM con buffer PBS
(pH 7.4) de manera que su absorbancia se ajustara entre 0.600-0.700 a 734
nm. Se tomaron 10 plL de las muestras de saliva y se mezclaron con 1 mL de
la solucion de ABTS* en una cubeta de espectrofotometro de 1 cm de
longitud. La absorbancia fue leida a temperatura ambiente después de 0 y
6 minutos de la mezcla. El porcentaje de decolorizaciéon de la absorbancia
a 734 nm fue calculada mediante la férmula | = [(Ab - Aa)/Ab] x 100,
donde | = % de inhibicion del ABTS*; Ab = absorbancia de un muestra
patron (t = 0 min); y Aa = absorbancia de una muestra de saliva evaluada
al final de la reaccion (t = é min). La AAT fue calculada como uM (Trolox
equivalentes) desde una curva de calibracion.

» Estrés Oxidativo: La concentracion de hidroperéxido lipidico (un marcador
del EO) en las muestras de saliva se determiné aplicando el Método de
Fox, el cual incorpora la oxidacion selectiva de iones ferrosos a iones
férricos mediante hidroperoxidos (Nourooz, Tajaddini y Wolff, 1994). En
breve, 900 pL de reagentes de FOX (46 mg of sulfato de amonium ferroso in
50 ml de H2804 250 mM, 0.397 g BHT, and 0.038 g xylenon anaranjado in 950
ml of HPLC grade metanol) fue agregado a 10 pL de una muestra de saliva
y dejado reaccionar durante 30 minutos en una encubadora a 37° C. La
absorbarcia fue leida a 560 nm. Peroxido de hidrogeno fue usado como un
estandar.

= Modelo estadistico: ANOVAs de dos factores con medidas repetidas en
ambos factores fueron utilizadas para determinar los efectos del entrenamieto
fisico aerobico (antes y después), tiempo (24 h, 1 h, e IDE), y la interaccién
EFA*tiempo sobre la produccion de NO, la concentracion de AU, AAT, y EO a
un nivel de significancia de a = 0,05.

2. RESULTADOS.

Un total de 24 jovenes universitarios del sexo masculino con una edad
promedio de 21,5 + 0,5 anos y una estatura promedio de 1,71 + 0,012 metros
participaron en este estudio. Las caracteristicas descriptivas y antropométricas de
los participantes se presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas Descriptivas

Variables Inicial Final

PC (Kg) 78,39 +4,25 78,4 + 4,36
% G 24,3 +1,58 21,1+1,74
IMC 26,80 + 1,35 26,80 + 1,44
C Cin (cm) 87,16 + 2,88 83,16 +2,78
C Cad (cm) 954+ 2,16 97,53 + 2,47

Los valores representan la media + el error estandar de la media.
PC = peso corporal. % G = porcentaje de grasa. IMC = indice de masa corporal
C Cin = circunferencia cintura. C Cad = circunferencia cadera.

* Hidroperoxidos Lipidicos

Los resultados revelaron un efecto significativo de la interaccion EFA*Tiempo
sobre la concentraciéon de hidroperéxidos lipidicos en las muestras de saliva (p =
0,006), tal que las concentraciones de este marcador del EO fueron mayores a 24h
(p = 0,0001) y 1h (p = 0,0001) después del EFA (en comparacion a las respectivas
concentraciones antes del EFA) y tendieron a ser similares IDE antes y después del
EFA (Fig. 1). Los resultados revelaron que mientras el nivel de EO fue menor a 1h en
relacion a 24h (p = 0,04) antes del EFA, el nivel de EO fue menor a 1h e IDE en
relacion a 24h (p = 0,001) después del EFA. Los resultados revelaron también una
mayor reduccion en la concentracion de hidroperoxidos lipididos IDE en relacion a
24h (p = 0,02) y una tendencia a una mayor reduccion IDE en relacién a 1h (p =
0.10) después del EFA en comparacion a las reducciones del EO antes del EFA (Fig.

1.
» Acido Urico

Los resultados revelaron también un efecto significativo de la interaccion
EFA*Tiempo sobre la concentracion de AU en las muestras de saliva (p=0,003), tal
que el AU aumentd IDE en relacion a 24h (p=0,008) y 1h (p=0,0001) antes del EFA,
pero después del EFA la concentracion de AU disminuyo a 1h en relaciéon a 24h (p =
0,04), tendi6 a disminuir IDE en relacion a 24h (p=0,08) y no vari6 en forma
significativa IDE en relacién a 1h (Fig. 2).
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Figura 1. Efectos del EFA sobre la concentraciéon de Hidroperéxidos Lipidicos (LOOH).
Los valores representan la media * ESM. * =Diferente en relacion a su respectivo 24 h (p < 0,05). # =
Diferente en relacién a su correspondiente valor antes del EFA (p < 0,05).
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Figura 2. Efectos del EFA sobre la concentracién de Acido Urico (AU).

Los valores representan la media * ESM. * = Diferente en relaciéon a 24 h y 1h antes del EFA (p < 0,05). #

= Diferente en relacion a 24 h después del EFA (p < 0,05).

« Oxido Nitrico

El entrenamiento fisico aerobico tuvo un efecto significativo sobre la
produccion de NO (p=0,0001), tal que las concentraciones de nitritos a 24h (p =
0,04), 1h (p=0,0001), e IDE (p=0,007) fueron menores después del EFA en

comparacion a los valores antes del EFA (Fig. 3). No obstante, antes y después del

EFA, la concentracion de nitritos IDE fue similar a sus respectivas concentraciones a

24 hy 1h antes de la carrera.

EmasF, Revista Digital de Educacion Fisica. Afio 8, Num. 46 (mayo-junio de 2017)
http://emasf.webcindario.com



70 q

60 -

NO [uM]

EFA (p < 0,05).

I NO24 h
I NO1h
T NOIAE

Antes Después

Entrenamiento

* Actividad Antioxidante Total

Figura 3. Efectos del EFA sobre la Produccién de NO.
Los valores representan la media * ESM. * = Diferente en relacién a su correspondiente valor antes del

El entrenamiento fisico aerdébico tuvo un efecto significativo sobre AAT
(p=0,002), tal que la AAT a 1h (p=0,02) e IDE (p=0,03) fueron significativamente
menores después del EFA en comparacion a sus correspondientes valores antes del
EFA (Fig. 4). No obstante, antes y después del EFA, la AAT inmediatamente después
del ejercicio fue relativamente similar a sus respectivas concentracionesa24hy 1h
antes de la carrera de los 2.400 metros.
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Los valores representan la media * ESM. * = Diferente en relacion a su correspondiente antes del EFA (p
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3. DISCUSION DE RESULTADOS.

En el presente estudio, la interacciéon EFA*tiempo resulté en una mayor
reduccion en la concentracion del marcador del EO inmediatamente después del
ejercicio (con respecto a 24 h y a 1 h) en comparacion a las reducciones de este
marcador antes del EFA. Esta mayor reduccion en el marcador del EO después del
EFA se evidencio con el registro de mayores concentraciones de hidroperéoxidos
lipidicos a 24 hy a 1 h (en comparacion a los valores antes del EFA) y luego IDE la
concentracion de este marcador del EO disminuyé a un nivel similar a la
correspondiente concentracion registrada antes del EFA. Estd marcada reduccién
en la concentracion de hidroperoxidos lipidicos IDE coincide con el estudio de
Gonzdlez et al., (2008), pero contraponen estudios en plasma que reportan un
incremento de los peroxidos lipidicos en plasma después de un ejercicio Nieman et
al. (2003). La diferencia en los resultados con estos estudios en plasma podria ser
explicada por una variedad de factores, tales como el protocolo (24 h, 1 h, e IDE) y
la prueba utilizada (carrera de 2.400 metros) para evaluar el efecto del ejercicio,
grupo muscular involucrado en el ejercicio, el tipo de contraccion muscular, la
intensidad y duracion del ejercicio y el nivel de aptitud fisica de la poblacién
participante en el estudio (Gomes et al., 2012). Por otro lado, las concentraciones
mas elevadas de hidroperdxidos lipidicos después del EFA en comparacion a los
valores registrados al inicio del EFA parecen coincidir con el estudio de Gougoura et
al., (2007) en el cual atletas de un programa de entrenamiento de natacién
presentaron mayor indice de EO en comparacion a personas no entrenadas y a el
estudio de Park y Kwak (2016) quienes reportaron que el entrenamiento aerdébico
mejora el equilibrio redox en los seres humanos entrenados. Las concentraciones
mas elevadas en el marcador del EO después del EFA podrian ser mediadas por
adaptaciones inducidas por el EFA en el metabolismo celular, la masa muscular y/o
la densidad mitocondrial, asi como en los mecanismos involucrados en la
produccion de especies reactivas.

El entrenamiento fisico aerdbico resultdé en una reducciéon en las
concentraciones de nitritos a 24 h, 1 h e IDE (en comparacion a las correspondientes
concentraciones de nitritos registradas antes del EFA). No obstante, antes y después
del entrenamiento fisico, la concentraciéon de nitritos registrada IDE se mantuvo
relativamente constante a sus respectivas concentraciones a 24 hy a 1 h antes de
la carrera de los 2.400 metros. Esta reduccion en la concentracion de nitritos
después del EFA y la efectiva regulacion de la concentracion de nitritos después de
realizar ejercicio fisico (Suzuki, 2007). Parecen indicar que el EFA tiene un efecto
favorable que incrementa la capacidad nevtralizadora del AU sobre las especies
reactivas de nitrégeno. En esa linea de ideas, la reduccion de la concentracion de
nitritos en las muestras de saliva por el efecto del EFA es un resultado inédito en este
tema de investigacion en muestras de saliva, mientras que la efectiva regulacion de
la concentracion de nitritos después del ejercicio coincide con los hallazgos en el
estudio de Gonzdlez et al. (2008).

El entrenamiento fisico aeréobico también resulté en una disminucion de la
AAT a 1 h e IDE en comparacion a los correspondientes valores antes del EFA. No
obstante, antes y después del EFA, la AAT inmediatamente después del ejercicio se
mantuvo relativamente constante a sus respectivas concentraciones a 24 hy 1 h
antes de la carrera de los 2.400 metros. La disminucion de la AAT en las muestras de
saliva como una adaptacion al EFA es un resultado inédito en este tema de
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investigacion, mientras que la magnitud similar de la AAT antes y después de
realizar un ejercicio fisico contradice lo indicado en Gonzdlez et al. (2008) y Atsumi
et al., (1999) asi como en estudios en plasma en los que se indican incremento de
las enzimas antioxidantes (Hellsten, 2000), nutrientes antioxidantes y potenciales
antioxidantes en respuesta a ejercicios extremos (Mastaloudis et al., 2004). La
diferencia entre nuestro estudio y esos trabajos podria ser debido a diferencias en el
protocolo empleado, la intensidad y duracién del ejercicio y en el caso particular a
los estudios en plasma el ensayo para determinar la AAT.

La interaccion EFA*tiempo resultd en un incremento significativo en la
concentraciéon de AU inmediatamente después del ejercicio enrelaciona24hya 1
h antes del EFA, mientras que después del EFA la concentracion de AU
inmediatamente después del ejercicio se mantuvo relativamente constante con
respecto a 24 h y 1 h. Nuestros resultados en la concentracion de AU antes del EFA
coinciden con los hallazgos en el estudio de Gonzdlez et al., (2008) pero contrapone
los hallazgos de ese estudio después del EFA. En consecuencia, nuestros resultados
parecen indicar que los participantes requirieron antes del EFA una mayor
participacion del metabolismo de purinas y subsecuente formacién a AU por accion
de la enzima xantina oxidasa (Liv et al., 1999), mientras que después del EFA
predominé el metabolismo aerébico del sustrato para generar la energia necesaria
para el ejercicio. La discrepancia en estos resultados podria ser explicada por
diferencias en la intensidad y duracién al realizar la prueba de los 2.400 metros
antes y después del EFA.

4. CONCLUSIONES

La principal adaptaciéon al Entrenamiento Fisico Aerdbico resulté en una
marcada reduccion del Estrés Oxidativo, ain cuando los valores promedios en la
concentracién del Acido Urico no fueron suficientes para aumentar Actividad
Antioxidante Total, lo que parece indicar que el Entrenamiento Fisico Aerdébico
conllevé una optimizacion de los mecanismos antioxidantes para compensar la
produccion de Radicales Libres y de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.
Finalmente, nuestros resultados corroboran la posibilidad de la saliva como una
herramienta no invasiva y alternativa en este tema de investigacion.
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