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RESUMEN (en espafiol)

El objetivo principal del trabajo es el estudio del efecto producido por el ejercicio fisico agudo y
la influencia del entrenamiento en factores de riesgo cardiovascular de tipo bioquimico tanto
tradicionales como emergentes, como las apolipoproteinas A-l y B, la lipoproteina(a), la
homocisteina y la proteina C reactiva ultrasensible y la dimetilarginina asimétrica.

Un grupo de deportistas semiprofesionales fue estudiado a lo largo de la temporada deportiva.
Las muestras analizadas fueron obtenidas en diferentes momentos de la temporada de
entrenamientos (baja y alta intensidad), antes y después de la realizaciéon de una prueba de
esfuerzo fisico agudo. Para llevar a cabo el estudio analitico, ha sido necesario el desarrollo de
parte de la metodologia empleada. Ademas de los factores de riesgo cardiovascular de tipo
lipidico se han evaluado las alteraciones del equilibrio tiol-redox que se producen como
consecuencia de la realizacion de ejercicio, estudiando el equilibrio entre las formas reducidas
y oxidadas de la homocisteina. También se ha valorado el efecto del ejercicio sobre el proceso
inflamatorio a través de la proteina C reactiva ultrasensible y sobre la funcion endotelial

estudiando el efecto del ejercicio en los niveles circulantes de la dimetilarginina asimétrica.

RESUMEN (en Inglés)

The main objective of this study is to test the effect of acute exercise and training influence on
cardiovascular risk factors of both traditional and emerging biochemical type such as
apolipoproteins Al and B, lipoprotein (a), homocysteine and C-reactive protein and asymmetric
dimethylarginine.

A group of semi-professional athletes was studied along the sports season. The samples
analyzed were obtained at different times of the season workouts (low and high intensity) before
and after performing a test of acute physical effort. To carry out the analytical study has
required the development of methodology. In addition to lipid cardiovascular risk factors
changes have been evaluated thiol-redox status that occur as a result of carrying out exercise,
considering the balance between reduced and oxidized forms of homocysteine. It has also
assessed the effect of exercise on inflammatory process through ultrasensitive C-reactive
protein and endothelial function studying the effect of exercise on circulating levels of

asymmetric dimethylarginine.
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Enfermedad cardiovascular Introduccién

I. Enfermedad cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares constituyenaligona de salud de primer orden, siendo
la primera causa de mortalidad y morbilidad enpates desarrollados. En el afio 2012 en todo el
mundo 17,5 millones de muertes se debieron a eattades cardiovasculateAdemas, cinco de las
diez principales amenazas mundiales para la saldoh eéelacionadas con enfermedades del sistema
circulatorio como la hipertensién arterial, el tabamo, el consumo de alcohol, la
hipercolesterolemia y la obesidad o el sobrepeso

Las enfermedades del sistema circulatorio constittgmbién la primera causa de muerte en
la poblacion espafiola. En 2013, dltimo afio parguel hay datos publicados, causaron 117.484
muertes, lo que supone el 30,1% de todas las dehes; con una tasa bruta de mortalidad por
100.000 habitantes de 233 en varones y de 270 gnmeaudestacando en ambos sexos como primera
causa de muerte la enfermedad cerebrovascular

La enfermedad isquémica del corazén, la enfermemdbrovascular y la arteriopatia
periférica son las principales alteraciones delesia circulatorio, de origen principalmente
aterotrombéticd Ademas, la insuficiencia cardiaca es un sindremel que desembocan numerosas
enfermedades cardiovasculares, como la propiaomata isquémida Los avances en biologia
vascular han permitido un mejor conocimiento den@sanismos que conducen al desarrollo de la
placa de ateroma. Las alteraciones de la parediteasta trombosis y las lipoproteinas plasmaticas
han sido identificadas como los principales medieslqque intervienen en la formacion de estas
lesione$ y se ha sugerido que los radicales libres y lgmeass reactivas del oxigeno estan
involucrados en la fisiopatologia de estas enfeaues!

En las dltimas décadas ha despertado un enorntésngé estudio de los mecanismos que
subyacen a los diferentes factores de riesgo cemsliolar, asi como, de las estrategias para la
prevencion primaria y secundaria. En este sensidldian publicado diversos estudios que evidencian
la reduccién de la morbilidad y mortalidad cardexaar en funcion de la practica habitual de
ejercicio fisicd”® Esto ha dado lugar a designar a la inactividaitdi como factor de riesgo
cardiovascular (FRE)

Se ha demostrado ampliamente que la actividadafisita buena forma fisica disminuye el
riesgo de enfermedad cardiovascular y que tien@oddgd para reducir la inflamacién crénica
vascular, que juega un importante papel en el pmagerogénidd®. Se ha descrito también que el
entrenamiento produce una mejora en la vasodi@atat@pendiente del endotelio, como consecuencia
de la induccién de la actividad de la 6xido nitrégotasa (NOS) y por tanto, de los niveles de 6xido
nitrico (NO), lo que se ha identificado como un amésmo que explica los numerosos beneficios de la

practica de ejercicio fisico, tanto en individuamiss como en diferentes condiciones patol6fitas
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Introduccién Enfermedad cardiovascular

Ademas de los efectos sobre la presion artétfakxisten otros mecanismos a través de los cubles e
ejercicio fisico regular reduce el riesgo cardiowar, efectos positivos sobre la composicion
corporal, perfil lipoproteicti, sensibilidad a la insulifd asi como factores psicosociales. Ademas,
existen evidencias de que la practica de ejer@eiwbico regular puede inhibir la progresion de
lesiones coronarias y, en algunos casos, se obssgkesion de la enfermedad en pacientes que han

modificado sus FRC y practican ejercicio aerébegutarmentt.
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1. Aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad progresivaejearacteriza por la presencia de placas
fibroadiposas generadas por la acumulacion de mhkt@pidico y elementos celulares, como
macréfagos y células musculares lisas, en la gapaa de las arterias de mediano y gran calibre
(especialmente en aorta, arterias coronarias yiagteerebrales). Estas placas de ateroma pueden
llegar a ocupar toda la luz arterial, comprometieladfuncionalidad circulatoria. La estenosis dedw
dificulta la llegada de sangre a los tejidos imligs, disminuyendo el aporte de oxigeno (isquerkia).
lesiones avanzadas se puede producir trombogigielgpuede provocar la oclusion del vaso, cesando
la irrigacién al tejido, el cual se necrosa (irdqriLas placas de ateroma pueden producir tamhién u
debilitamiento progresivo de la pared de la arteyiee puede dilatarse (aneurisma) hasta romperse y

producir una hemorradia
1.1. El endotelio

La arteria normal consta de tres capas: a) laaleiterna o adventicia, compuesta de fibras
de colageno, fibras elasticas, fibroblastos, vasidentes de la arteria, nervios y conductos tiodé,
b) la tinica media, constituida por abundanteslaglonusculares lisas y c¢) la tlnica interna o iatim
formada por tejido conectivo con algunas célulasaulares lisas y revestida de una monocapa de

células endoteliales (Imagen 1).

lumen e (s e s
T =20 tonicainterna
endotelio N 1
=
membranabasak— =7~
lamina elastica intern =
=
musculo liso

lamina elastica intern

tunica externa o adventicia———

" tlnica externa

Imagen 1.Corte de una arteria.

El endotelio es una monocapa de células que re@lbrgerior de los vasos sanguineos y
linfaticos, las cavidades serosas y el corazéndelee denomina endocardio. Las células endoteliales

son de tipo epitelio plano simple y con su eje maaralelo a la luz del vaso. En ellas destaca la
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existencia de pequefios poros o hendiduras intésoetua través de las que difunden moléculas de
agua y la mayor parte de iones hidrosolubles yte®lpequefios, asi como un gran namero de
vesiculas denominadas del plasmalema, que son figsjuevaginaciones de la membrana plasmética
que se mueven a través de la célula enddtelial

Es una estructura que se encuentra en estrechactmobn su entorno y responde a estimulos
de forma dindmica y metabdlicamente activa, peemito mantener la homeostasis vascular a través
de multiples interacciones entre las células effidtgs y la luz del vaso.

El endotelio regula el tono vascular mediante ladpccién de moléculas vasodilatadoras
como el NO y la prostaciclina, y de sustancias esstrictoras como la endotelina o la angiotensina
Il. Asimismo, posee propiedades antitrombaéticaddieb que en su superficie luminal, el heparan se
asocia a la antitrombina Il y la activa, previrdena activacion de la trombina. El endotelio taénbi
expresa proteinas de membrana que actian comoutasl@e adhesion para receptores especificos de
monocitos y linfocitos T. Estas moléculas son silas (E-selectina, P-selectina y L-selectina) y
proteinas pertenecientes a la familia de las ingiobolinas, como la molécula 1 de adhesion
vascular (VCAM-1) y las moléculas 1 y 2 de adhesidtercelular (ICAM-1 e ICAM-2¥. El
mantenimiento de un balance adecuado de estasi@ast@or parte del endotelio le permite ejercer

numerosas funciones homeostaticas ¢ofié:

a) la regulacion del tono vascular a través de unadymwién balanceada de factores
vasodilatadores y vasoconstrictores,

b) el mantenimiento de la fluidez y la coagulacionldesangre mediante la produccion de
factores que regulan la actividad plaguetariagakcada de coagulacion,

c) el sistema fibrinolitico y la produccion de citoagny moléculas de adhesion.

El conjunto de estas funciones se conoce comodnremndotelial y se expresa a través de una
optima dilatacion del tejido vascular y la capadidke prevenir vasoconstriccion anormal, siendo
capaz de evitar el desarrollo de patologias comatel@sclerosis.

Las anormalidades de alguna de las vias metabdijoasregulan la funcion endotelial,
conducen a la disfuncion endotelial, que es caratita de la enfermedad cardiovascular y que
frecuentemente se presenta asociada a los diferefdetores de riesgo cardiovascular
(hipercolesterolemia, diabetes, hipertension atterobesidad...), siendo un importante factor

prondstico de mortalidad y morbilidad cardiovasttla
1.2. Disfuncion endotelial y aterogénesis

La arteriosclerosis se define como un engrosamignémdurecimiento arterial difuso por

fibrosis con mayor o menor depdsito de calcio. @oaal endurecimiento y engrosamiento de la
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intima se acompafiada deumulacié de grasa y capas de fibra de colagendigimta: proporciones
en forma de placa de ateromegibe el nombre de aterosclerdSi§'

Se ha descrito que @roces aterogénico de la pared arterial g@duct en tres etapas
principales: la primera de ellasriz la disfuncion endotelial y la formacion daez estria grasd®. La
segunda, la formacién de fdace fibrosa y, por dltimo, los estadios masanzadc de la lesion
aterosclerética implicanmuerte celular, rotura de las placasgalcificaciér y procesos

trombético$****"*(Imagen 2).
Lesion inicial Placa complicada
Trombo
Pla uomo plaquetas/fibrina
Luz vascular - Plaquetas
adheridas
Linfocitos T @

Y
s

Monocitos ﬁ

Imagen 2.Fases de la aterosclerdsis

En condicionesiormales el endotelio vascular forma una barregkativament impermeable
gue responde a estimulgeneradc sistémica o localmente y puede altesar estado funcional
adaptandose para contribuiruac homeostasis normal. Sin embargo, alguakisraciones pueden
ocasionar cambios localizadds las interacciones del endotelio commponente circulantes. Estos
cambios dan lugar a umeermeabilida aumentada a macromoléculas comolilasproteinas de baja
densidad (LDL) y suacumulacié en la matriz subendotelial, con swnsiguient oxidacion,
hiperadherencia de ldsucocitos desequilibrios funcionales de factores prangitrombdético locales,
estimuladores e inhibidoreslel crecimiento y sustancias vasoactivdssta: manifestaciones
constituyen la denominadaisfuncior endotelial y es el primer pasal fendbmeno de la
aterosclerosfé®**:

Las LDL y otroscomponente del plasma pueden entrar y salir dengtriz subendotelial, pero
cuando existe un exceso HBL circulante este transporte hacia el inteaomente asi como la
retencion de las mismas. LBBL que difunden a través del endotelio puegeeda retenidas en la

intima, posiblemente debidoume interaccion entre la molécula deolipoprotein B-100 (apoB) y

25



Introduccién Enfermedad cardiovascular

los proteoglicanos de la matfizDel mismo modo, otras particulas que contienesBagomo la
lipoproteina (a) [Ip(a)] y los remanentes de lpsproteinas de muy baja densidad (VLDL) también
son susceptibles de este atrapamiento y se coasidéerogéenicas. Las LDL sufren modificaciones
(oxidacion, lipdlisis, protedlisis...) por parte deslradicales libres generados por la actividad
metabdlica de las células endoteli&les

La lesion aterosclerética se inicia tras la resfaue$lamatoria a la entrada de estas moléculas.
Las LDL minimamente oxidadas suponen un estimwmffamatorio sobre el endotelio, induciendo
la expresion de moléculas que afectan al reclutamigde las células inflamatorias. La sobreexpresién
endotelial de selectinas, moléculas de adhesi6AMIT, VCAM-1) y la induccion de proteinas
quimiotacticas (MCP-1) y factores estimuladoresalenias (GM-CSF) favorecen el reclutamiento de
monocitos, su migracion y posterior diferenciacmacréfagos*

Los macréfagos captan los lipidos que han sufridalificaciones oxidativas a través de
receptores especificos y se convierten en célgjagneosas y liberando factores de crecimiento que
promueven la proliferacion y migracion de célulagsoulares lisas desde la capa media hacia la
intima®. Las células musculares lisas participan activaenen la produccién de matriz extracelular,
originando una capa fibrosa que dara estabilidéd @acd’. Este conjunto de procesos provoca la
estimulacion de la respuesta inmune local y la featscion de efectos a distancia, como la
produccion de la proteina C reactiva (PCR) engado.

En fases mas avanzadas, si el estimulo inflamaperisiste, se produce la secrecién por parte
de los macréfagos de moléculas proinflamatorias rgtepliticas que inducen cambios en la
composicion de la placa de ateroma, con formac&nrd nicleo necrético y adelgazamiento de la
capa fibrosa. La estabilidad de una placa se bakaistegridad de la placa fibrosa y la resistenis
los materiales de la matriz extracelular. Las @anas vulnerables presentan un casquete fibroso fin
un nucleo rico en lipidos y células inflamatoffata ruptura de la placa da lugar a la exposicién d
los componentes sanguineos al factor tisular,aciéh de la coagulacion, captacién de plaquetas y a
la formacion del tromifd.

Las superficies de las lesiones complicadas puedevertirse en trombogénicas debido a la
pérdida de las células endoteliales y a la exposidel espacio subendotelial. Las plaquetas se
adhieren a esta superficie expuesta, promovienflard@aciéon del trombo. También se puede formar
una fisura en las placas inestables que conlleadeidormacion de un trombo ma§c?

Las lesiones ateroscleréticas avanzadas puederacaimtomas isquémicos como resultado
de un estrechamiento progresivo de la luz artetliabk consecuencias agudas de la enfermedad
cardiovascular, como el infarto de miocardio o etidente cerebrovascular, generalmente son el

resultado de la ruptura de la placa y la tromBv¥is
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II. Factores de riesgo cardiovascular

Aunque esta bien establecido que la ateroscldiesis una base etiopatogénica multifactorial,
la hipbtesis mas aceptada considera esta enferncedaal el resultado de una respuesta inflamatoria
crénica a diferentes mecanismos de lesion de &dparscular, asociados a miltiples ERC

Un FRC es una caracteristica bioldégica o una cdadgoe aumenta la probabilidad de
padecer o morir de enfermedad cardiovascular eellagundividuos que la presentarEl concepto
de factor de riesgo fue introducido en el Estudiantinghan®® hace mas de 50 afios. Desde entonces,
los avances en el &rea de la epidemiologia hanimsmealizar estudios en grandes poblaciones y se
han podido identificar una serie de FRC que aanaromo inductores de la formacion de la placa de
ateroma. Para aceptar o establecer que una dedelancaracteristica biologica, factor ambiental o
habito es un FRC, se requiere que tenga un métedmetlida estandarizado, que los estudios
prospectivos sean concordantes, que haya un efditteo cuando en un individuo concurran varios
factores de riesgo y que la modificacion del factor el caso de que sean factores modificables, se
acompaifie de una disminucion del riéédd

Se han publicado numerosos documentos e informescdenendaciones para la prevencion
de las enfermedades cardiovasculares y para etotatd los principales FRC, elaborados por
organismos, instituciones o sociedades cientifieaonales e internacionafgg 2434445

En 1999, Grundyrealizé una clasificacion de los FRC dividiéndoéwstres grupos: mayores
0 causales, predisponentes y condicionales. Parpatite desde el punto de vista clinico, los FRC
también pueden clasificarse de acuerdo a que sRénrkrodificables o no modificables. Aunque
ambas clasificaciones son vélidas, la mayoria sl@ldores clasifican los FRC segun sean clésicos o
emergentes, de acuerdo con la clasificacion rekizan el panel Il del National Cholesterol
Education Program (NCE®)

Por otra parte, los FRC también se puede clasifiearacuerdo al tipo de caracteristica

biolégica siendo esta la clasificacion que seguieen esta exposicion (Tabla 1).
Factores constitucionales

Entre los factores constitucionales relacionadosetaiesgo cardiovascular, se encuentran los
antecedentes familiares de enfermedad coronarieddal, el sexo y la raza. Se considera historia
familiar de enfermedad coronaria precoz la presemie enfermedad arterial sintomatica en un
familiar de primer grado menor de 55 afios si eénjap menor de 65 afios si es mitijePor otra
parte, la incidencia de enfermedad cardiovasculareata con la edad independientemente de otros
FRC y el riesgo de cardiopatia isquémica es cuatces mayor en el hombre que en la niGj&n

cuanto a la raza, los individuos de raza negreetidos veces mas probabilidades de presentar
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enfermedad cardiovascular que la raza caucasiata igicidencia es similar entre hispanos y

caucasicds.

Factores de riesgo clasicos

No modificables

Factores constitucionales Antecedente familiaerdfermedad coronaria precoz
Edad
Sexo
Raza
Modificables
Factores relacionados con el .
estilo de vida Estres
Dieta aterogénica
Sobrepeso/obesidad
Sedentarismo
Habito tabaquico
Factores hemodinamicos Hipertension arterial
Factores metabdlicos Diabetes mellitus

Aumento del colesterol LDL
Disminucién del colesterol HDL

Factores de riesgo emergentes

Factores metabdlicos Colesterol total/colesteroLHD

Apolipoproteinas
Triglicéridos
Particulas de LDL “pequefias y densas”
Lipoproteina(a)
Proteina C reactiva ultrasensible
Homocisteina
Dimetilarginina asimétrica

Tabla 1. Factores de riesgo cardiovascular. LDL: lipopraside baja densidad; HDL: lipoproteinas de altaidad.

Factores relacionados con el estilo de vida

La enfermedad cardiovascular esta fuertementeioekada con factores relacionados con el
estilo de vida, especialmente con el consumo dactgdos habitos alimentarios poco saludables, la
inactividad fisica y el estrés psicosotiala exposicion mantenida al estrés psiquico, predina
liberacion de catecolaminas, que es responsahleaeespuesta hipertensiva y de un mayor riesgo de
arritmiag®. Ademas el tabaco se ha demostrado como un potamteibuyente al riesgo de
enfermedad cardiovascular. La relacion entre adaly este riesgo es dependiente de la dosis y se
observa tanto en hombres como en mujeres. Losiestatlservacionales sugieren que el abandono
del habito tabaquico se acompafia de una reduccistareial del riesgo de eventos
cardiovascularés

Por otra parte, el sedentarismo es un FRC paraeekg ha demostrado una relacién lineal
inversa entre la cantidad de actividad fisica zedt y la mortalidad por cualquier caiisda

participacién en una actividad fisica regular disme el riesgo de enfermedad cardiovaséular
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Desde un punto de vista metabdlico la inactividagtd se relaciona con la resistencia a la insulina

aumento del riesgo trombético y dislipefflia
Factores hemodindmicos

La hipertensiéon es un FRC principal e independientgo efecto perjudicial se potencia
cuando se asocia a otros FRC como el tabaco, betdgmy las dislipemias. El ultimo informe de la
Joint National Committee on Prevention, Detecti@valuation, and Treatment of High Blood
Pressure (JNC) mantiene la definicion de hipereensomo una presion arterial sistoler40mmHg
o diastélica>90mmHg"*2 Diversos estudios, entre ellos el estudio Frahang han mostrado un
ascenso del riesgo de mortalidad total y cardiatas@al aumentar los niveles de presion arterial
(diastélica y sistdlica), siendo esta relacion ramt y graduaf>**> Esta asociacion se observa tanto
en hombres como en mujeres y tanto en individuasn@és como ancianos.

Para las personas con hipertension, los beneffmbsnciales de una dieta saludable, del
control del peso, y la realizacién de ejercicioutagson muy importantes. Estos cambios en ebestil
de vida tienen el potencial de mejorar el contelaltension arterial e incluso de reducir la niglegls
de medicamentos. La JNC apoya las recomendaci@hesmkerican College of Cardiology (AAC) y
American Heart Association (AHA) acerca de los caslen el estilo de vida®

Por otra parte, la hipertrofia ventricular izquierés la consecuencia fisiologica de la
hipertensién arterial en el corazén que se comviernt una respuesta patolégica debido a cambios
bioquimicos y estructurales en el miocardio. Existstudios que confirman que la presencia de

hipertrofia ventricular izquierda representa unamante FRC independiente de la presién arférial
Marcadores de tipo metabdlico

El grupo mas numeroso de FRC lo constituyen locadares metabdlicos entre los que se
encuentran FRC clasicos como la diabetes meliusolesterol, con el aumento del colesterol de las
lipoproteinas de baja densidad (cLDL) o la dismidniadel colesterol de las lipoproteinas de alta
densidad (cHDL), asi como una serie de marcadoe¢shdlicos de mas reciente aparicion, entre los
que se encuentran otros lipidos (apolipoproteilga), triglicéridos), marcadores de inflamacién
como la PCR y otro tipo de marcadores como la histedna o la dimetilarginina asimétrica
(ADMA). Estos FRC comparten mecanismos comunesigeoque al final, la disfuncion endotelial
puede conducir a la formacion de una placa y astegor evolucion.

La posibilidad de medir los marcadores metabodliepsesenta una forma sencilla de evaluar
el riesgo cardiovascular. Su naturaleza y facilidacuantificacion permiten mediante una extraccion
de sangre, el control de forma directa del mayonemd posible de FRC y la posibilidad de evaluar en
ellos las modificaciones ocurridas a través de oasrdn el estilo de vida de una forma sencillagmaz

por la que este grupo de FRC ha sido el selecoioparh este trabajo.
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La diabetes se define como la presencia de un dé/glucosa en ayunas mayor o igual a 126
mg/dL>®. El riesgo de enfermedad cardiovascular se veascisimente incrementado tanto en la
diabetes mellitus tipo 1 como en la de ti§b°2 El incremento del riesgo atribuido a la hiperginia
es independiente de otros factores de riesgo camubésidad o el sobrepeso y las dislipemias,
frecuentemente observadas en individuos diabéticos.

El 80% de la mortalidad de los pacientes con desbetellitus se debe a complicaciones de la
ateroesclerosis, siendo la cardiopatia isquémigoresable del 75%Se ha demostrado que el riesgo
de infarto agudo de miocardio de un paciente cahales mellitus tipo 2 sin infarto previo es simila
a la de los no diabéticos con infarto préVio

Exceptuando la diabetes mellitus, que no sera®eteste trabajo ya que en la seleccién de
participantes para el estudio solo se incluird dividuos sanos, el resto de los FRC asociados a

modificaciones metabdlicas mencionados, se detd#eforma pormenorizada en adelante.
Estratificacion del riesgo

El Panel 11l identificaba ya entre los FRC tradictes, aquellos relacionados con el estilo de
vida, entre los que se incluyen el sobrepeso,daraarismo y la dieta aterogénica. En las nueviasgu
de la ACC/AHA, se recomienda la modificacion de ksilos de vida en todos los pacientes,
independientemente del tratamiento hipocolesteiiale que tengan pautddoSin embargo, a pesar
de que la evidencia cientifica para estos FRClesthestablecida, no computan para la estratificaci
ni para el calculo del riesgo global, debido entgar la dificultad para cuantificar su efecto y
principalmente por su influencia sobre el restolae FRC tradicionales que si computan en la
estratificacion del riesgo individual.

Recientemente, las dos organizaciones mas impestagtie se ocupan de la salud
cardiovascular en EE.UU., la ACC y la AHA, han pecédlo nuevas guias de manejo del riesgo
cardiovasculdf***> Segln estas recomendaciones, el riesgo cardideasc 10 afios se determina
mediante las variables tradicionales: edad, coladdigtal y cHDL, presion arterial sistolica (corsim
tratamiento hipertensivo), diabetes y tabaco.

Las tablas mas utilizadas en la practica clinica patimar el riesgo cardiovascular global de
un individuo son las que proceden del estudio denfirgharft' y las europeas derivadas del proyecto
SCORE (Systematic Coronary Risk Evaluatfdnyjue calculan el riesgo en base a los FRC
tradicionales y clasifican a la poblacion en distsncategorias de riesgo en funcién de la prollabili
de padecer un evento cardiovascular en los préxgridsafios. Los FRC tradicionales son capaces de
explicar aproximadamente el 80% del riesgo pobtadiyg se ha demostrado que su control disminuye
el riesgo cardiovascular entre un 35-50% a 5 afigmblacion de alto riesffo Sin embargo, los FRC
tradicionales no explican completamente la aparidé la enfermedad cardiovascular, ya que, en

torno al 20% de los accidentes coronarios sucededividuos en los que no se detecta ninguno de

30



Factores de riesgo cardiovascular Introduccién

ellos, lo que representa una importante limiteiofPara mejorar la evaluacion del riesgo de

enfermedad cardiovascular, a lo largo de los Ukiraéos han surgido estudios que proponen la
introduccién de FRC nuevos, no convencionales orgenée8®*, con la pretension de que sean

incorporados en la evaluacion y estratificacion nig$go cardiovascular en los individuos y en las
poblaciones. Algunos de ellos, han sido objeto ideudion y controversia y finalmente no se ha
demostrado la utilidad de incluirlos entre los patios a tener en cuenta en la practica clinica
rutinaria para la evaluacion del riesgo. Es el aistas apolipoproteinas o la Ip(a).

En cualquier caso, el enfoque de las recomendaimmapéuticas se debe realizar desde la
consideracion de que la aterosclerosis es unaneediexd multifactorial con implicacién de todos los
FRC. Por otra parte, la interaccion entre los FR@ay acusada y el riesgo derivado de la exposicion
simultanea a varios de ellos es muy superior akquesponderia a la simple suma de dichos factores
Por lo tanto, en la estimacion del riesgo cardiovks de un individuo, debemos valorar
conjuntamente varios factores de riesgo para coirsaga mejor aproximacion. Ademas los FRC
estdn intimamente interrelacionados y muchas destu terapéuticas permiten modificar

simultdneamente varios de ellos y reducir asieslyo cardiovascular total.
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I11. Factores de riesgo cardiovascular lipidicos

1. Lipidos séricos

La hipercolesterolemia es uno de los principalegtofas de riesgo modificables de la
enfermedad cardiovascular. El estudio Multiple Rigictor Intervention Triatlemostrd la existencia
de una relaciéon continua y gradual entre la calelemia y la mortalidad total y por cardiopatia
isquémic&, que ha sido recientemente admitida en las geids ACC/AHA®.

El colesterol es un lipido presente en las memisraaklares, precursor de los acidos biliares
y de las hormonas esteroideas. Las lipoproteirssngiticas estan constituidas por lipidos y progeina
y transportan el colesterol y los lipidos esteaifios de la sangre. La parte proteica de las lipeipras
estd compuesta por proteinas especificas denormimgadipoproteinas. Cada lipoproteina tiene una
composicién apolipoproteica particular y relativanteeconstante. Las apolipoproteinas desempefian
un importante papel en el transporte de los lipidosvando o inhibiendo enzimas implicadas en el

metabolismo de éstos o fijando lipoproteinas adosptores de de la superficie celtiiar

Lipoproteina L i g D kG Tamaiio (nm) Apolipoproteinas
pop (%) (%) (g/mL) PO bop
Quilomicrén 90-95 2-5 <0,95 75-1200 B-48,C,E
VLDL 50-65 20 0,95-1,006 30-80 B-100,C,E
IDL 30-35 40 1,006-1,019 15-35 B-100,E
LDL 5-7 45-65 1,019-1,063 18-25 B-100
HDL 7 38 1,063-1,210 7,5-20 A

Tabla 2. Clasificacién y caracteristicas de las lipoproteindsDL: lipoproteinas de densidad muy baja; IDL:
lipoproteinas de densidad intermedia; LDL: lipopfoas de densidad baja; HDL: lipoproteinas de dadsalt*.

Las tres clases principales de lipoproteinas gquaseentran en el suero son las lipoproteinas
de alta densidad (HDL), las LDL, y lipoproteinasndgy baja densidad (VLDL). Una clase menor son
las lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), s@ncuentran entre las VLDL y las LDL y que en
la practica clinica se incluyen en la medida de-_Bk.

En la Tabla 2 se muestran algunas de las cardittasisle las lipoproteinas. En general, son
ricas en triglicéridos (quilomicrones, VLDL e IDIg ricas en colesterol (IDL, LDL y HDL). El
tamafio de la particula guarda una relacion invema su densidad (a mayor tamafio, menor
densidad).
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Imagen 3.Metabolismo exdgeno y endégeno de las lipoprotéinas

Con excepciéon de las HDL, que transportan el aedektle los tejidos periféricos al higado
(transporte reverso) y por lo tanto, ejercen ur@dacvasoprotectora, las particulas lipidicas sé&s m
aterogénicas cuanto mas colesterol transportan.gudemicrones llevan tan escasa cantidad de
colesterol, que su aumento en la hiperquilomicroagpfislipidemia tipo 1), no se asocia a lesiones
ateroscleréticas. En cambio, a partir del acimeldagd VLDL, una quinta parte de las cuales esta
constituida por colesterol, se empieza a obsenvanaremento de la aterogénesis. Dado que las LDL
son las particulas con mayor cantidad de colesteyoh las lipoproteinas con mayor poder

aterogénico.

 En torno al 25% de la masa de las LDL son proteipascipalmente apoB, con algo
apolipoproteina C. El cLDL constituye el 60-70% delesterol total sérico. Las particulas
LDL mas “pequefias y densas” son mas aterogéniaasagude mayor tamafio y menor
densidad, habiendo sido valoradas como potenciaf ¥R
Aproximadamente un 60% de las lipoproteinas LDL smptadas por el higado donde su
apoB se une especificamente a un receptor situada enembrana de las células
hepaticas, permitiendo su endocitosis dentro deghtoeito (Imagen 3). El 40% restante
son captadas por los tejidos extrahepaticos, aueri receptores para apoB y pueden
internalizar las particulas LDL y utilizar el cdlesl para la sintesis de hormonas

esteroideas y de las membranas, asi como paratésiside vitamina D en la piel. Si
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existe un exceso de lipoproteinas LDL circulantes feceptores de membrana tanto
hepaticos como extrahepaticos, se saturan. El exiee&DL puede ser oxidado y captado
de forma no especifica por los macréfagos preseste®l subendotelio arterial. La

exposicion de las células endoteliales al LDL osa#duce una respuesta inflamatoria

responsable del inicio del complejo mecanismo dedeoscleros?é.
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Imagen 4.Metabolismo de las lipoproteinas de alta densietinl j .

* ElI cHDL normalmente representa el 20-30% del cetesttotal sérico. Las HDL son
particulas pequefias que constan de un 50% der@stegirincipalmente apolipoproteinas
A-l (apoA) y A-Il, aunque también algo de apolipof@inas C y E y su funcién principal
es captar el colesterol de los tejidos periférigagevolverlo al higado, lo que se conoce
como transporte reverso del colesterol. El colebt las membranas celulares y de otras
lipoproteinas se transfiere a las HDL y se esteriffor accion de la lecitina colesterol
aciltransferasa (LCAT) en presencia de la apoA. &sisres de colesterol de las HDL son
posteriormente transferidos al higado por uno desiguientes mecanismos: transferencia
directa a través de receptores hepéticos y tramgfier indirecta a otras lipoproteinas que
contengan apoB a través de la proteina transferider esteres de colesterol (CETP),
siendo eliminado después con estas lipoproteinzg@n 4).

e Las VLDL son lipoproteinas ricas en triglicéridaseccontienen entre el 10 y el 15%
del colesterol total. La mayor parte de las apglipteinas de las particulas VLDL son
apoB, apolipoproteinas C-I, C-ll y C-lll y apolipogeina E. La lipoproteina lipasa (LPL)
es la enzima que hidroliza los triglicéridos delauicrones y VLDL y requiere apoC-ll

como cofactor. Las VLDL se producen en el higadeog las precursoras de las IDL.

Aungue las LDL reciben la mayor atencion en el rf@aeéinico, existen evidencias que
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indican que las VLDL juegan un papel en la ateregeti® Las particulas VLDL
remanentes o lipoproteinas IDL son VLDL parcialrendegradadas que estan
relativamente enriquecidas en esteres de coleSt&rgl parecen estar implicadas en el
desarrollo de la aterosclerosis de forma similasd_DL.

* Una cuarta clase de lipoproteinas son los quil@mn&s que se forman en el intestino y
que son muy ricos en triglicéridos de origen exéggnpobres en colesterol libre y
fosfolipidos. Contienen un 1-2% de proteinas, iyehdo las apolipoproteinas B-48, A-l1'y
A-IV, presentes desde que son secretadas porezbeitd, y las apolipoproteinas C-I, C-

I, C-lll'y E, que son adquiridas por intercamb@mmtras lipoproteinas en la circulacibn

El riesgo cardiovascular atribuido a la hipercaedemia se debe principalmente al
incremento del cLDL y se ha demostrado que su descmediante farmacos hipolipemiantes reduce
de forma significativa la morbimortalidad cardiowakar’®*"®% Por otra parte, los niveles séricos de
cHDL se consideran un importante factor antiatamageé debido principalmente a su funciéon de
transporte reverso del colesterol, habiéndose demclos que su aumento se asocia a un efecto
protector sobre el desarrollo de enfermedadesmasiulares !

El panel lll de la NCEP incluy6é ente los FRC ematge la determinacion del cociente
colesterol total/cHDf". Esta raz6n ha demostrado ser un potente predietta aparicion de futuros
episodios de enfermedad cardiovas¢@idr Algunos autores han preferido utilizar la sustitn del
colesterol total en el numerador por el cLDL podiéa mas fuerza a la relacién, ya que tiene en
cuenta la particula lipoproteica aterogéffic&n cualquier caso, ninguno de estos cocientes se

incluyen en el disefio de las estrategias terapétitic

2. Triglicéridos

Existe una estrecha relacion entre la presencimds niveles séricos elevados de triglicéridos
y la existencia de otros FRC lipidicos (presennialeplasma de lipoproteinas residuales o remasiente
de las VLDL y de los quilomicrones, predominio drpasma de particulas de LDL “pequefias y
densas”, disminucién de la concentracion plasmateacHDL y no lipidicos (hipertension,
intolerancia a la glucosa, estado protromb6ffdd) A pesar de las evidencias descritas en algunos
estudios epidemiolégicos de la relacion entre fgettiigliceridemia y la incidencia de enfermedad
cardiovasculdf”, los resultados de otros estudios no permiteniderss de forma definitiva a los
triglicéridos como FRC independiefite

El Panel 1ll de la NCEP admite que la elevacioriadeniveles de triglicéridos (>200 mg/dL)
se relaciona con un incremento en el riesgo dermefiad cardiovascular, contemplando la
hipertrigliceridemia mas bien como un marcadoradpresencia de otros FRC lipidicos y no lipidicos

y establece que los objetivos terapéuticos ensestédo se basen en cambios en el estilo de vida
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(pérdida de peso, ejercicio, abandono del habhagaicof" "

para conseguir las concentraciones
deseables de cLDL. Sin embargo, al igual que ocerreel caso de las apolipoproteinas, las
recomendaciones de la ACC/AHA expresan incertidembobre su utilizacion en la toma de

decisiones y considera que precisa de estudiosleomaptario$’.

3. Apolipoproteinas

Las apolipoproteinas A son un grupo de proteinasildiidas en forma variable entre las
diferentes lipoproteinas. La apolipoproteina AHqA) es la mas abundante del plasma y esta presente
en las lipoproteinas HDL, donde constituye cerdeDeo y el 60-70% de la fraccion proteica en las
subfracciones HDL2 y HDL3, respectivamente. Esesirdda inicialmente en el higado e intestino
como un precursor proteico, el cual es degradadtate forma madura en el plasma, que es una
simple cadena polipeptidica de 243 aminoacidos.dcCommponente proteico de mayor concentracion
de las HDL, participa activamente en el transpaterso de colesterol actuando como cofactor de la
LCAT que es la enzima plasmatica responsable @gifecsr el colesterol libre en la superficie de la
particula HDL. La apolipoproteina A-Il es el segarmdmponente proteico de mayor concentracion de
las HDL, aunque esta ausente en la subfraccion HDIb2 niveles plasméticos no correlacionan con
los niveles de cHDL, siendo el ratio de apolipopiod A-I/A-1l en las HDL de 3:1.

Las apolipoproteinas B son proteinas de gran pe$ecoiar, presentes en los quilomicrones,
lipoproteinas VLDL y LDL y por tanto sus nivelesnson reflejo de las particulas proaterogénicas.
Existen dos formas moleculares en plasma, apolieijpra B-100 (apoB) y apolipoproteina B-48, esta
ltima presente exclusivamente en los quilomicrones

La apoB, constituida por una cadena polipeptidiead $36 aminoacidos, se sintetiza en el
higado y se secreta dentro de las VLDL. Se mantiemante la conversion de VLDL a IDL hasta
LDL, de la cual es el Unico componente proteicooy psta razén, los niveles de apoB estan
correlacionados con los niveles de estas lipopraseiExisten diversos estudios que establecen la
relacion entre las concentraciones en suero de gebBesgo cardiovascufdr®”

Dado que cada particula de VLDL, IDL y LDL sélo tene una molécula de apoB, la
concentracién en suero es un reflejo del numerpadculas LDL y del riesgo asociado con estas
particulas aterogénicas. La NCEB“*?la consider6 un factor de riesgo, aunque no resoda su
determinacion en la préactica clinica, al no dispateeguias ni algoritmos de estratificacién degaes
basados en su concentracion y las ultimas recoroiemds de la ACC/AHA interpretan que no
pueden incorporarse ain en las recomendacionesqusse demuestre su eficatia®

La determinacion de apolipoproteinas presenta jpentaetodoldgicas con respecto a la
determinacién de cLDL. En el laboratorio clinica, doncentracion del cLDL sérico a menudo se
calcula a partir de otras magnitudes lipidicasegamente utilizando la formula de Friedewald, que

esta sujeta a posibles errores inherentes. Elloa&si especialmente problematico en el rango de
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valores de cLDL mas bajos, no esta4 estandarizado yuede calcularse si la concentracion de
triglicéridos es mayor de 400 mg/dL. Por el comrala apoA y la apoB pueden medirse
directamente, no requieren ayuno previo a la ecithacde las muestras de sangre y el analisis puede
llevarse a cabo en muestras congeladas, ademastateestandarizada internacionalmé&hteos
resultados de diversos estudios han demostradtagakacion de apoB/apoA es superior a la relacion
colesterol total/cHDL, o a la de cLDL/cHDL como ioel general de riesgo de enfermedad

cardiovasculdt®

4. Lipoproteina (a)

Durante los ultimos afios, la Ip(a) ha atraido uorme interés como factor de riesgo
cardiovasculd’®® La Ip(a) es una lipoproteina esférica, rica errés de colesterol y fosfolipidos,
que se asemeja en su composicion a la LDL. Contiaaeglicoproteina especifica, la apolipoproteina
(a), unida por un puente disulfuro a la apoB (Inmagey posee una gran homologia estructural con el
proenzima fibrinolitico plasmindgefio

La apolipoproteina (a) esté codificada por un gealizado en el brazo corto del cromosoma
6, existiendo un elevado polimorfismo genético. Losmponentes de la Ip(a) se sintetizan
mayoritariamente en las células hepéticas y posteente se ensamblan pudiendo madurar la Ip(a)
tanto fuera como dentro del hepatotitcSu concentracion es independiente de las dettas o
lipoproteinas salvo en la hipercolesterolemia feamildonde cifras aumentadas parecen relacionarse
con el aumento de las LBL El 90% de la concentracion de esta lipoproteisaevdeterminado de
forma genética y solo el 10% es modificable y depsrte de factores ambientales como el ejercicio
fisico, el consumo de &cidos grasos y de aléaHohs concentraciones séricas pueden variar entre 0
200 mg/dL aunque se consideran normales por deteag0 mg/df®. Puede comportarse como un
reactante de fase aguda, por lo que no debe esalaarsituaciones agudas. Su concentracidon es baja
en el momento del nacimiento y aumenta a los pd@sspara permanecer practicamente sin cambios,
tanto en varones como en mujeres, aunque en mugeredeva durante la gestacién y tras la
menopausfi.

Han sido descritos algunos mecanismos que puedditaxla relacion entre la Ip(a) y la
enfermedad cardiovascular. En primer lugar, algerparticula LDL, la Ip(a) desempefia un papel en
la iniciacién, progresion y posible rotura de lagal de ateroma. En segundo lugar, esta particula
compite con el plasminégeno e inhibe la actividadnboliticd®. Por otra parte, se ha demostrado,
mediante estudios realizados en lineas celularestoiees, que la Ip(a) inhibe la sintesis d€NO

Aunque el aumento de la concentracion plasméaticip@@ implica un aumento del riesgo
cardiovascular, principalmente en los individuos cesgo global aumentatid*® actualmente los
principales documentos de consenso, como la guia/AidA**, no la incluyen entre los factores de

riesgo cardiovascular computables para la evalnatb riesgo global. Esto es debido a que algunos
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estudios no corroboran una prediccion independipoteparte de los niveles de Ip(a) de padecer un
episodio de enfermedad cardiovasctidfy a que no hay evidencias de que su cribado peaduz
beneficio en prevencion para los paciefft€sLas ultimas recomendaciones de la SEQC (Sociedad
Espafiola de Bioquimica Clinica y Patologia Moleguaiblicadas en 20i3apoyan el no realizar la
medicion de la concentracion de Ip(a) como métoeo cdbado para el calculo del riesgo
cardiovascular en la poblacion general, pero siingeg concentraciones en los individuos con riesgo

intermedio o elevado de enfermedad cardiovascatgirslos FRC tradicionales.

Apolipoproteina(a)
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Imagen 5.Estructura de la lipoproteina (a).
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IV. Marcadores de inflamacion: proteina C reactiva

El estado inflamatorio vascular caracteriza todas fases del proceso aterotrombotico.
Numerosos estudios han caracterizado diversos Btemgue intervienen en el proceso inflamatorio,
como las moléculas de adhesiéon ICAM-1 y VCAM-1,esthas E y P y algunas citocinas
proinflamatorias, como la interleucina-6 (IL-6) kfactor de necrosis tumoral alfa (TN que se
han revelado como predictores del riesgo de prasantepisodio de enfermedad cardiovascllar

Tanto las dificultades para la determinacion desestarcadores como la corta vida media de
estas moléculas en la circulacién hacen que n@asale su introduccién en la practica clinica. De
estos y otros marcadores de inflamacion que seiftgruesto como el amiloide sérico A, el recuento
leucocitario, el fibrindgeno, la nitrotirosina, taieloperoxidasa y la PCR, sélo esta ultima se ha
afianzado como candidata por su estabilidad, péeciel analisis y asequibilid&d

La PCR es un miembro de la familia de las progejmentraxinicas, caracterizada por tener
una estructura pentamérica ciclica y una simeadal, formada por cinco protbmeros de 24 kD y 206
aminoacidos, unidos entre si mediante enlaces valesdes. Tiene capacidad de unirse a una gran
variedad de sustancias, como fosfocolina, fibronactromatina, histonas y ribonucleoprotefhas

La diferenciacién de los monocitos a macrofagos tjgee lugar durante el proceso
aterosclerdtico libera moléculas proinflamatoriestre las que se encuentra la interleucina IL-&, qu
activa la liberacion en el higado de marcadoresnfiamacién como la PCR. En las infecciones
bacterianas se observan niveles elevados (>10 nmugkd mediante el andlisis ultrasensible (PCRus)
puede detectarse inflamacion a niveles muy infesigd-3 mg/L), que son los que asocian al proceso
aterosclerotico.

La PCR es el biomarcador inflamatorio mejor camazado en la actualidad y ha sido
establecido como potencial marcador de riesgo @aadcular. La PCR se considera un predictor
independiente de enfermedad coronaria para la giéhl@eneral de ambos sexos y también para los
pacientes que han presentado ya manifestacioneisaslide enfermedad cardiovasclldt La
ACC/AHA* consideran que de todos los marcadores inflanogtorsdlo la PCR relune las
caracteristicas necesarias para ser utilizada emalktica clinicd° y establece que en individuos
seleccionados, una PCR >2 mg/L, puede indicardassid@ de administrar estatinas, al igual que otros
factores seleccionados como la historia de enfemthederosclerética cardiovascular prematura en

familiares de primer grado o la presencia de cedsifones coronarias.
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V. Homocisteina

En los dltimos afios se han publicado numerosos diestuque relacionan la
hiperhomocisteinemia con un riesgo aumentado dermeflad coronaria, vascular cerebral y
perifériCdOL102,103,104,105,106,107,108,109,110,11]:,112

La homocisteina es un aminoacido sulfurado, pradintermediario en el metabolismo de la
metionina. Contiene un grupo sulfhidrilo en su maolé que la hace altamente oxidable a pH
fisiolégico, formandose disulfuros, como la homting o la cisteinil-hnomocisteina. También puede

unirse a proteinas y en el plasma lo hace prinigale con la albiming.

Estructura Concentracion en plasma (umol/L) Nomeochat
0 2 4 6 8
Il | |
L Homocisteina \
Proteinas- S-SR . Homoqstema ; enlazada
unida a proteinas (albumina a proteinas
(bHcy)
N
R-S- SR Dimeros mixtos de L
homocisteina (homocistina) Homocisteina total
R-S-SR y homocisteina-cisteing (tHey)
Homocistein
libre
(Hcy)
Homocistein
R-SH Homocisteina reducida
rHc
(rHcy) J J

Imagen 6.Homocisteina: formas mayoritarias en plasma huntagaptada de Mudet al**3).

En una persona con niveles de homocisteina tokéty)t normales (5-12 pumol/L) o
ligeramente elevados (>12-25 umol/L), mas de un €88% tHcy circulante estd oxidada en forma de
disulfuros. Se encuentra en forma de dimero, hatinai (5-10%), de dimeros mixtos de
homocisteina y otros tioles (5-10%) y mas de un &encuentra en forma de dimero unido a
proteinas (Imagen 8f En una hiperhomocisteinemia severa, en la queniesles de tHcy se
encuentran entre 50 y 500 pmol/L, es donde se \bsgere los niveles de homocisteina libre (IHcy) y
reducida (rHcy) ocupan una parte sustandial

Las concentraciones elevadas de homocisteina kanasiociadas con el desarrollo de la
enfermedad cardiovascular aterotrombotica desddetxripcion de estos desordenes en nifios y
pacientes muy jévenes con una enfermedad metatdliwacida como homocistinutia™*? En 1969,
McCully*™ realiz6 la primera observacion acerca de una [gosidacion entre la enfermedad

aterotrombdtica y la concentracion de homocistdfaa,observar una aterosclerosis severa en un nifio
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con homocistinuria debida a un defecto de cistat#ofi-sintasa (BS). Esta enfermedad de origen
genético, poco frecuente, se caracteriza por yehomocisteinemia plasmatica grave y una marcada
excrecion de homocistina. Se origina por mutaci@res genes que codifican enzimas implicadas
en el metabolismo de la homocisteina, como & © la metil tetrahidrofolato reductasa (Imagen
7)116,117'

Existen otras situaciones que producen hiperhonedeisnias adquiridas, de origen no
genético. Las deficiencias nutricionales de acigliwd, vitaminas B, Bs 0 riboflavina son la causa
mas frecuente de hiperhomocisteinemia moderadaoasd algunas enfermedades relacionadas con
malnutricion o con una demanda vitaminica aumentagi@o las enfermedades gastrointestinales, la
anorexia nerviosa, el virus de la inmunodeficiendiamana, la insuficiencia renal o el
hipotiroidismd*®. También diversos farmacos pueden elevar las otracéones de homocisteina,
entre los que se encuentran aquellos que interaatioon la absorcion o el metabolismo del folato, o

las vitaminas By B;,, como el metotrexato y algunos antiepilépticos arion antifolatt®
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Imagen 7.Metabolismo de la homocisteina.

Se han planteado varias hipotesis acerca del nsmeampor el cual la homocisteina circulante
esta relacionada con la enfermedad cardiovasduter de las posibles causas de la aterogénesis es la
alteracion directa o indirecta que produciria lenboisteina en el equilibrio oxidativo y que dafaitia

endotelid*®*?°1?:122| 3 homocisteina en el plasma se oxida formangeadsss reactivas de oxigeno
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(ROS), entre las que se incluyen el peréxido dedgeho y radicales libres, como el hidroxilo y el

anion superoxidd®'# que son muy reactivas y producen lesion endtit€lia
2 Homocisteina-SH + 0O- Homocisteina-SS-Homocisteina[©,] - H,0,

El endotelio dafiado a su vez hace que quede egplaestatriz subendotelial, con lo que se
estimula la agregacion plaquetaria. Los radicalesd que se producen pueden promover ademas la
oxidacion de las LDL, las cuales tienen un efedimt@xico sobre la pared vascular y son facilmente
reconocidas y captadas por los macrofagos del elmldta observacion de que los antioxidantes son
efectivos en el bloqueo de este dafio apoya ladagbn del incremento del estrés oxidativo en esta
alteracion®®*®! La rHcy seria la forma quimica mas reactiva y lmgipal responsable de estos
efectos, por lo que deberia ser considerado conmeancador mas sensible y significafit’o

Entre otros posibles mecanismos aterogénicos queasedescrito tratando de explicar la
relacién existente entre la homocisteina y el desaydiovascular se encuentran: la disminuciérade |
biodisponibilidad de N&°'?” bien por una disminucién en la sintesis o porcaiéa con la
homocisteina para formar S-nitroso-homocisteinprdéferacion de las células musculares lisasade |
pared arteriaf®, la alteracién de la sintesis de colageno y ebsiep de la matriz glicoproteica

extracelular en la pared de los vasos y la desémcke fibras elasticas de la pared vasétilar
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VI. Oxido nitrico y dimetilarginina asimétrica

1. Oxido nitrico

El NO posee potentes propiedades antiaterosclasotfimagen 8). EI NO derivado del
endotelio tiene capacidad para producir vasodildtay regular la presion arterial, inhibe la
agregacion plaquetald, inhibe la adhesion de los neutréfilos a las eél@ndoteliales y la expresion
de moléculas de adhesidh'®> Ademas, posee propiedades antioxidantes derivdelasi capacidad

de reducir la generacion del radical superéxide gigminuir la oxidacién de las particulas 'L

vasodilatacion

oxidacion de LDL F% e agregacion
mal ¥ plaquetaria

@ By ﬁ/\ /\'*“

NO
sintesis de @
radical superéxido ‘.' cg:g

adhesion de
monocitos

proliferacion de
células del musculo liso

Imagen 8.Efectos del 6xido nitrico en el sistema cardiovistii.

En 1980 Furchgott al’**, demostraron que la presencia de las células det@lio vascular
es esencial para que la acetilcolina pueda indaicglajacion. Si el endotelio vascular se retrajos
vasos sanguineos falla la relajacion en respuefdaaaetilcolina pero se mantiene la respuesta al
trinitrato de glicerol. Esta relajacion de las ¢dudel muasculo liso de la pared vascular depetelien
del endotelio en respuesta a la acetilcolina,es@la cabo por un mediador endégeno que iniciament
llamaron factor relajante derivado del endoteli®RF) y que mas tarde fue identificado como
NOl35,13t§

La produccién de NO es uno de los principales mso@s implicados en la fisiologia del
endotelio. Es un gas que difunde facilmente dessledlulas endoteliales a las células de musado li
de la pared vascular, donde activa la guanilattasa¢ una enzima que cataliza la formacién de
guanosin-3°,5-monofosfato cicli¢@&MPc) a partir de guanosin trifosfato (GTP), desgienandose la
vasodilatacion arterial. EI GMPc, es un mediadornauchos de los efectos bioldgicos del NO,

incluyendo el control del tono vascular y la fumcidaquetari&”.
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Existe una sintesisontinua de NO en el endotelio vascular para mantelntono vascular en
reposo y de esta forma, regular el flujo sangusreoespuesta a estimulos tales como las fuerzas de

8139199 y |3 activacion de

cizallamiento, conocido como dilatacion arterialdmagla por el fluj
receptores en el endotelio vascular por moléciiteslantes como la bradikinina o la acetilcofitia

El NO derivado del endotelio es sintetizado a pdel aminoacido L-arginina por la isoforma
endotelial de la NOS, dando L-citrulina como sublpicio (Imagen 9). Para la biosintesis del NO se
requieren cofactores como la nicotinamida adeninaucteotido fosfato (NADPH), falvin
mononucleotido (FMN), falvin adenina dinucleotidd=AD), tetrahidrobiopterina (BB vy

calmodulind®.

OoH
o |
H;NYNH; HaN \I’//N OYNHE
NH 1 NADPH NH 0.5 NADPH NH
ﬁ» ﬁ» - aN=0
0 H-0O 0 H-.0

@ =] ® 2 ® =]

HaN Ccoo HaN coo HyM (sfale}

L-arginina N«-hidroxi-L-arginina L-citrulina + &xido nitrico

Imagen 9.Sintesis del éxido nitrico catalizada por la éxidiico sintasi'™.

Se han descrito tres isoformas de la NOS: la istdagndotelial (eNOS), la isoforma neuronal
(nNOS) vy la isoforma inducible (iNOS) y desempaipapeles distintos en la regulacién del tono
vascular. Los genes que codifican las NOS estaalizaclos en los cromosomas 7, 12 y 17,
respectivamente. La eNOS y la nNOS son constitegembrmales en las células sanas, mientras que
la INOS no se encuentra generalmente expresade @élulas vasculares y se expresa principalmente
en situaciones infecciosas o inflamatotas

La disfuncion endotelial puede ser debida a unemento en la vasoconstriccion o a una
reduccion de la vasodilatacion. De entre las pesibausas de esta Ultima, las alteraciones ea tevi
la eNOS, han sido las mas estudiadas. Los des&@enesta via pueden deberse a reducciones en la
vida media o en la sensibilidad al NO, o reduccosre la expresion o en la actividad de la eNtbs

El NO es labil y tiene una vida media muy cortarfosede 4 segundos). Se oxida rapidamente
a nitrito y, posteriormente, a nitrato por acci@la oxihemoglobind’ antes de ser excretado por la
orina. Si la disponibilidad de L-arginina (precujso de la tetrahidrobiopterina (cofactor) dismiaupy
la eNOS produce la sintesis alternativa de radigaéroxido (@°) a partir del oxigen8®

La concentracion endotelial de NO no solo se redetédo a la disminucion de su sintesis. El

tiempo de vida medio del NO y por lo tanto, suvédéid bioldgica esta determinado por radicales
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libres de oxigeno como el superdxido y se reduceoediciones de estrés oxidativo. El superoxido
reacciona rapidamente con el NO para formar un yotodintermedio altamente reactivo, el
peroxinitritc*. Esta reaccion es 3-4 veces mas rapida que lautdisian del superdxido por la
superoxido dismutasa. Por lo tanto, la formacioh plroxinitrito representa una posible via de
reaccion para el NO, dependiente de la tasa deigeaih tisular de superdxitfa. El peroxinitrito en
altas concentraciones es citotoxico y puede cats@o a biomoléculas como proteinas, lipidos y
DNA™®,

Por otra parte, en estados avanzados de la aenasis| se observa una reduccion de la
expresion de la eNOS, posiblemente debido a léabilislad inducida por las citocinas o los lipidos
a la reduccién de la transcripcion del mRNA de NO8&*. Ademas, algunos polimorfismos
encontrados en el gen que codifica la eNOS podstar asociados con alteraciones funcionales en el
enzima y con la enfermedad vasctfiar

Finalmente, la actividad de la eNOS puede ser igdipor algunos derivados de la L-arginina
en los que el &tomo de hidrogeno del grupo guamigité sustituido por un grupo metilo, nitro u otros
grupo quimicos. El primer anélogee da L-arginina sintetizado fue el®Nnonometil-L-arginina
(NMMA) y posteriormente el éster metilico de 18-Mtro-L-arginina (L-NNA) o N-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME). Estos y otros derivados haaosutilizados en estudios experimentales en
animales como herramientas terapéuticas para rddudisponibilidad de NO e inducir hipertension
experimentdf®**® Sin embargo, algunos de los derivados metiladoshan localizado como

metabolitos enddgenos que actian modificando tassénde NO.

2. Dimetilarginina asimétrica

El ADMA es un inhibidor competitivo enddégeno deN®S, descubierto en 1992 en enfermos
con insuficiencia renal por Vallanet al'*°, quienes identificaron por primera vez anéalogosade-
arginina en plasma y orina humanos (Imagen 10).dm@dogos identificados fueron el NMMA y la
N® ,NC-dimetil-L-arginina (ADMA), compiten directamenteort el sustrato natural L-arginina y
pueden regular la biosintesis de NO. Otro analogldgeno de la L-arginina que caracterizaron fue la
N®,N®-dimetil-L-arginina simétrica (SDMA), sin embargsta no presenta la capacidad de inhibir la
eNOS. El NMMA y el ADMA son inhibidores equipotentée la eNOS, pero el hecho de que los
niveles plasmaticos del ADMA sean 10 veces supsiarlos del NMMA hacen de aquel, el principal
inhibidor endégeno de la eNOS.

Debido al efecto inhibidor que el ADMA ejerce sola@NOS, unas concentraciones elevadas
de esta molécula bloquearian la formacién de N@lemndotelio vascular, provocando alteraciones
como la disminucion de la vasodilatacién, la agtéga plaquetaria, la proliferacion celular, la
oxidacion de las LDL, la aparicion de radicalesdgy otros factores que contribuyen a la formacion

y progresion del proceso aterosclerotico.

49



Introduccion Oxido nitrico y dimetilarginina asimétri
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COCH COOH COOH COOH
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S
NH

Arginina NMMA ADMA SDMA
Imagen 10.Estructuragquimica: de la L-arginina y de las metilargininas endogehdMA: monometil
arginina, ADMA: dimetilarginin: asimétrica, SDMA: dimetilarginina simétrica.

Las dimetilargininas stormar como producto de la proteolisis de fsteina con residuos
de arginina metilados (Imagdr). La metilacion proteica es un mecanisaimcuc de modificacion
post-transduccional de lgsoteina, en el que la adicion de un grupo metilo addena polipeptidica
de la proteina da lugar a taodificacior de la estructura terciaria y fancior de la proteina. Este
proceso esta catabolizado por grupo de enzimas denominadastiltransferas: que utilizan la S-
adenosilmetionina como dadde grupos metilo y que catalizan un gnaimerc de metilaciones que
pueden dividirse en dos gruposaccione que modifican grupos carboxilo payanera metilésteres y
reacciones de transferenciagtepo: metilo a &tomos de azufre y nitrégenovaeios aminoacidos™.
La funcion de estamodificacione no esta totalmente clara pero posibleme@ndgorcion: una via de
obtencion de proteinas camueva funciones sin necesidad de sintetizaoteina de novo. La
metilacién del atomo deitrogenc de la L-arginina pertenece a este grupdrdesfomaciones y es
catalizada por un grupo @azima denominadas proteina-arginimetiltransferas: (PRMTs)".

metionina\q
o Proteina
S-adenosilmetionir L-arginina
(SAM)

Proteina-arginina
metiltransferasg

Proteina

S-adenosilhomocisteii i _araini CH;
(SAH) -arginin a\
CH;
homocistein
proteolisis LA
/ \\> L- Citrulina +NO
Orina

Imagen 11.Biosintesis ynetabolism del ADMA% ADMA: dimetilarginina asimétricaDDAH:
dimetilargininadimetilaminohidrolasi NO: éxido nitrico.
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Han sido identificadas 11 PRM%'** de las cuales alin no se ha demostrado activiatad p
la PRMT2, PRMT10 y PRMT11. El resto de las PRMTglssifican en dos grupos segun el sustrato
y el producto especifico de la reaccion que caaliZabla 3). Tanto las PRMTs del tipo | como el |l
producen NMMA como producto intermedio, sin embattg@ren en que las enzimas tipo 1 producen
ADMA mientras las enzimas tipo 2 producen SDMA. Isosstratos in vivo para las enzimas tipo 1
incluyen histonas y proteinas de unién a RNA, cailmanucleoproteina heterogénea nuclear (hnRNP)
Al, fibrilarina o nucleolina. Son proteinas muy atlfantes que contienen grupos o racimos de
residuos de argininas asimétricamente metiladasoxftpadamente, el 65% del ADMA se deriva de
las hnRNPS>.

Tipo 1 Tipo 2

PRMT1, PRMT3, PRMT4/CARM1,
PRMT6 y PRMTS PRMTS5, PRMT7 y PRMT9/FBX011

Productos NMMA y ADMA NMMA y SDMA

Genes

Tabla 3. Clasificacién de las proteina-arginina metilirarssas (PRMTsj*. NMMA: monometil
arginina, ADMA: dimetilarginina asimétrica, SDMAindetilarginina simétrica.
Después de la hidrdlisis de las proteinas, el AD8#Alibera fuera de células y puede ser
transportado, exportado o importado, por mediaaesportadores de aminoacidos catiénicos (CAT),

intercambiandose con L-arginina y otros aminoaci®nicos™ (Imagen 12).

Proteinas

PRMTclase 1 | MeUGON | pamT clase 2
proteica

A 4 A 4 N
[Protel’na-ADMA] [Protel’na-NMMA} [Proteina-SDMA}

Proteasas Proteasas

Comn | [ wwa | [ owa |

DDAH

A

[Dimetilamina + citrulina]

D ah (
J \

/CAT \ CAT
[Dimetilamina + citrulina]

A4 A N

@ [ NMMA ] [ SDMA ]

Imagen 12. Esquema representativo del metabolismo del ADMA. HRBM proteina-arginina
metiltransferasas; CAT: transportadores de amido&ci cationicos; DDAH; dimetilarginina
dimetilaminohidrolasa; ADMA; dimetilarginina asimiéa; SDMA; dimetilarginina simétrica; NMMA,;
monometil arginina.

CA v
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El SDMA se elimina del organismo principalmente grerecion urinaria. Sin embargo, la via
principal de eliminacion del ADMA es mediante unziem denominado dimetilarginina
dimetilaminohidrolasa (DDAH) que hidroliza el ADMA L-citrulina y dimetilamina y solo una
pequefia cantidad es eliminada por excrecion rénBbto explica la observacion de que en enfermos
renales los niveles de SDMA se ven incrementadasiaor medida que los de ADMR El ratio
ADMA/SDMA ha sido utilizado por algunos autores apom indice aproximado de la actividad de
DDAH' 8 donde una disminucion del ratio indicaria un aumele la actividad del enzima.

Las concentraciones plasmaticas elevadas de ADMAaserelacionado con la disfuncién
endotelial®®***%? asociada a una reducida producciéon de NO vy usdfigiente vasodilatacion
dependiente del endotel?'®**** También se relacionan con una mayor incidenciaatédentes
cardiovascularé® %!’ |o que ha acrecentado el interés en el estudiABIMA como marcador de
riesgo cardiovascul&f.

En 2001, Valkoneret al ***demostraron que los sujetos con niveles de ADMAesapes a
0,62 umol/L (percentil 75), tenian 4 veces masgdede padecer un evento coronario agudo. Esta
observacidon ha sido corroborada por otros autamgsaeientes con angina inestable, en los que se
observo que aquellos con los niveles més elevaeld#A tenian un riesgo 5 veces mas elevado de
padecer un evento cardiovascular agtido

En general los estudios publicados en la ultimad&evidencian que el ADMA es un FRC
tanto en pacientes de riesgo como en la pobla@bergl, aunque en este Ultimo grupo la informacién
al respecto es mas escasa. Como parte del estUdR¢CL(Ludwigshafen Risk and Cardiovascular
Health}® se evalué a un total de 2543 participantes, cosinyenfermedad coronaria arterial
identificada mediante angiografia. La concentractin ADMA resulté predecir la mortalidad
cardiovascular en individuos con arteriopatia cariande forma independiente al resto de los fastore
de riesgo cardiovascular evaluados, tanto trada@sncomo emergentes.

Zoccali et al'®® demostraron en pacientes en hemodidlisis, que ileden plasmaticos de
ADMA son un predictor independiente de mortalidadigsgo cardiovascular. Los pacientes cuya
concentracién de ADMA en plasma estuvo por encigigdrcentil 75, tenian un riesgo 3 veces mas
elevado de experimentar un episodio cardiovascadiwerso comparado con los pacientes cuyos
valores de ADMA estaban por debajo de la mediaaaa encontrado concentraciones elevadas de
ADMA en otras situaciones clinicas asociadas coraumento del riesgo cardiovascular como la

é71,172’

hipertrigliceridemi la diabetes mellitd$’® la hipertensioH® la edad” la

hipercolesterolemtg*"**"®

En animales de experimentacién, se ha observadoefuWeDMA comienza a aumentar
rapidamente después de la induccién de hipercobdsteia por la dieta, antes incluso de que se
observen lesiones ateroscleroticas. En personaisastiente sanas con hipercolesterolemia aislada y
otros FRC se ha encontrado concentraciones plass&lievadas de ADMA, observandose un mayor

grado de correlacion de la disfuncion endotelial tws niveles de ADMA que con los niveles de
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cLDL'®'%2 Ademas de estos estudios, el hecho de que es &stios pacientes la administracion de
L-arginina restablezca la funcién endotéffal’” sugiere que el ADMA podria ser un marcador
temprano de la disfuncion endotelial. Dado que BM& compite con la L-arginina como sustrato
por la eNOS, algunos autores han descrito quedadvatacion dependiente del endotelio podria ser
dependiente del ratio arginina/ADMA Recientemente Notsel al'’® han descrito que el
desequilibrio entre la L-arginina y el ADMA estaifi@olucrado en la progresion de la aterosclernpsis
que el ratio arginina/ADMA puede ser un marcadosise de aterosclerosis.

Algunos autores también relacionan un incrementdosnniveles de homocisteina con la
acumulacion de ADMA®. Aunque no estan claras las causas de esta relasifsten algunas
evidencias de que los niveles elevados de homawsteodrian disminuir la actividad de la DDAH
produciendo una acumulacion de ADMA, con la conseta reduccion de la disponibilidad del
N0179.
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VIL. El ejercicio fisico

Para comprender los mecanismos por los cualesreia@p fisico produce numerosos efectos
metabdlicos es necesaria una breve revision dsiddofjia del esfuerzo.

La actividad fisica, el ejercicio y el deporte mngérminos intercambiables aunque con
frecuencia se utilizan indistintamente. Actividasida es cualquier movimiento corporal producido
por los misculos esqueléticos que tiene como eekulin gasto de enerfa Ejercicio fisico es un
concepto diferente, ya que es un tipo de activifiatta realizada por el organismo libre y
voluntariamente, que es planificada, estructuradepgtitiva, con un mayor o menor consumo de
energia y que tiene como finalidad el mantenimienta mejora de uno o mas componentes de la
forma fisica®'® Por aptitud o forma fisica se entiende la capatide desempefiar una actividad
fisica de intensidad ligera-moderada sin fatigaesx@. El concepto de aptitud fisica incluye
diferentes variables de aptitud cardiovascularpiratria, de composicion corporal, fortaleza,
elasticidad muscular y flexibilida®®

El deporte comprende el juego organizado que kbeweigo la realizacion de esfuerzo fisico
gque se atiene a una estructura establecida y iggtaizado dentro de un contexto de reglas formales
explicitas respecto a conductas y procedimientbdeforte es una actividad fisica e intelectual que
tiene un componente competitivo y de espectéctifoptica un entrenamiento fisitd El deporte
engloba dos tipos diferentes de actividad fisias &ntrenamientos para conseguir un mejor

acondicionamiento fisico y la competictdh

1. Bases metabolicas

El trabajo muscular es un proceso que requieregengrel ATP es la fuente inmediata de
energia para la contraccion muscular (Imagen 18pebdiendo del tipo de esfuerzo efectuado por el
musculo durante la actividad fisica, el organisngpahdra de tres vias o sistemas de reacciones

quimicas para obtener la energia necesaria panafaxTP*%

» Via anaerobica alacticgésistema fosfageno o via de la fosfocreatinayeouiere presencia de
oxigeno y no produce acido lactico como componimad
Es la via involucrada en la obtencién de energifa ph comienzo de un esfuerzo y para
mantener éste a su maxima intensidad durante apadeimente 5-20 segundos.

» Via anaerobica lacticdglucolisis anaerébica): no requiere presenciaxdgeno pero produce

acido lactico como componente final.
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Es la via por la que el organismo obtiene la emergicesaria para realizar esfuerzos de
intensidad elevada que duran entre 30 segundasigos.

» Via aerdbica(glucolisis aerdbica o fosforilacion oxidativagguiere la presencia de oxigeno.
Es el sistema encargado de aportar energia al isngarmediante el desdoblamiento del
glucdgeno/glucosa, para mantener esfuerzos intemgms 3 y 30 minutos. Cuando el esfuerzo
dura mas de 30 minutos y, por tanto, la intensetathenor, el organismo utiliza también este
sistema pero en lugar de glucogeno/glucosa utdiz@os grasos como combustible. En
determinadas circunstancias el organismo puedeantiambién proteinas y sus aminoacidos

para obtener esta misma energia.

Fosfocreatina— > Creatinina + RO ATP

Energia para

ADP > la contraccion

Glucogeno Acido lactico /

muscular
Glucosa
Acidos grasos F ——— CO, + H,0
L + Urea
Aminoacidos AMP

—r

Imagen 13.Sistemas energéticos que aportan energia paratimction musculaf.

Existe un solapamiento de estos tres sistemaséitag por lo que la via energética utilizada
predominantemente en una actividad fisica deperdesud intensidad y su duracién. El aporte
energético en un musculo responde a una transiciave entre las fuentes aerobicas y anaerdbicas,
con un solapamiento considerable entre unas y'Str@ependiendo del tipo de esfuerzo los tres
sistemas energéticos van a contribuir pero lo hanédistinto porcentaj&.

Los factores determinantes en la utilizacion deslostratos energéticos son: la intensidad del
ejercicio (mayor intensidad, mayor contribucion lde hidratos de carbono a la producciéon de
energia), la duracién (mayor duracién, mayor cbatidén de las grasas), la cantidad de hidratos de
carbono previa al ejercicio y el estado fisféd_a via aerébica es la via méas lenta, de mayaoithm
y la mas rentable para el organismo (mayor producde ATP por unidad de sustrato). Por tanto, es
la via metabodlica mas importante en ejercicios atgal duracion. Se utiliza en los deportes de
resistencia (carrera de fondo, bicicleta, nataci@mo...). Por udltimo, cuando el ejercicio es
suficientemente intenso y prolongado, se utiliza@sustrato metabdlico aerdbico el metabolismo de
los lipidos, por el cual los triglicéridos pasarialo de Krebs produciendo piruvato y ATP.

La intensidad de un ejercicio puede expresarséramrtos relativos a la capacidad funcional
de cada persona, como porcentaje del consumo maémaxigeno (V@uey. El VO, may Sefiala la

capacidad de una persona para sintetizar ATP deaf@erobica. El ejercicio que se realiza por
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encima del V@ .« Solo puede tener lugar predominantemente poraarérgética de la glucolisis
anaerodbica con formacion de lactato, a pesar deslgoetabolismo aerébico sigue contribuyendo al
aporte energético. En estas condiciones, se detaigendimiento y la intensidad del ejercicio eleb
disminuir®. Cuando se realiza un ejercicio intenso, por eadi®l umbral anaerébico, la maxima
concentracion de lactato en sangre se obtiene enaesa el ejercicio, debido a que se tarda un
tiempo en aclarar la gran concentracion del acédtdo acumulado en el musculo y es un indicador

de la intensidad del trabajo anaerébico realiZ4do

2. Tipos de ejercicio

Existen tres grandes tipos de ejercicio fisicoejgfcicio de resistencia cardiorespiratoria, el
ejercicio fisico de fuerza o resistencia y el egocde flexibilidad.

El ejercicio de resistencia cardiorespiratoria sigpon trabajo fundamentalmente del aparato
cardiorespiratorio e involucra el trabajo intensauth niimero grande de musculos y puede ser a su vez
de tipo aerdbico o anaerdbico. Por otro lado exisggercicios fisicos de fuerza o resistencia
caracterizados por contracciones aisladas de gnmpssulares que pretender movilizar una carga o
vencer una resistencia. Y por ultimo, el ejercaéoflexibilidad que desarrolla la capacidad funalon
de una articulacion para moverse en todo su raagoavimiento.

El ejercicio fisico segun el tipo de contraccionsoular se clasifica en dinamico o isotonico y
estatico o isométrico. El ejercicio dinamico esedan el que hay contraccion y relajacion sucesivas
de las fibras musculares (correr, nadar...). Porcauacteristicas, suelen ser ejercicios prolongados
gue se realizan con consumo de oxigeno. Por arestatico o isométrico se entiende aquel en el
que se genera tension en las fibras muscularesasinbios importantes en la longitud muscular
(mantener la posicién tras levantamiento de pesakn.jjeneral, son ejercicios intensos y no suelen
ser muy prolongados, en los que la utilizacionakéyieno es escasa. En realidad, en la mayoriasde lo
ejercicios el tipo de actividad muscular es mixtauyclasificacion se hace en funcién del tipo de
contraccién predominartté®

En la prescripcidon de ejercicio fisico para el fatede la salud, el ejercicio recomendado es
el dinamico y aerdbico que implica los musculogdardurante periodos de tiempo largos (30-60
minutos, 2-6 veces por semana). Se considera tlalicde esta manera, caminar a ritmo vigoroso,
subir escaleras, la carrera, natacién, bicicletmor juegos deportivos como futbol, baloncesto y
trabajo de tonificacién muscular a través de diosuile fuerza-resistentia

El ejercicio fisico actia como un estimulo que prewe respuestas adaptativas en todos
aquellos organos y sistemas que se ponen en famgiento durante la propia actividad fisica. Las
respuestas beneficiosas al ejercicio se puedenrvabsen sistemas tan diversos como el
cardiovascular, el locomotor, el metabdlico o elirsendocrino. Segun este principio, el ejercicio

actta desequilibrando la homeostasis de estossistgrovocando respuestas y adaptaciones durante
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el periodo de recuperacion tras el ejercicio, cfiposera la defensa de dichos sistemas ante

potenciales nuevas acciones desestabilizadoras.

3. Efectos del ejercicio fisico

Se deben distinguir dos tipos de respuestas sisdénail ejercicio, aguda y crénica. En cada
sesidn de entrenamiento se provocaran cambios leémoidos que constituyen la respuesta agida
ejercicio y que tiene que ver con el consumo dgamd. La repeticién periddica de estas sesiones de
ejercicio nos conducira a cambios adaptativosgblptazo, al efecto cronico del ejercicio o efeitd

entrenamientG®.
3.1. Respuesta aguda

En el estudio de la fisiologia del esfuerzo y depatte es necesario el conocimiento de la
respuesta del organismo a una serie individuajedeieio que recibe el nombre de respuesta aguda.

Los ejercicios realizados por los deportistas derdas sesiones de entrenamiento provocan
una serie de procesos denominados de adaptacida dgstos procesos son las respuestas de
regulacibn homeostatica, la activacion del trartepde oxigeno y el uso de las reservas de energia.
Cada ejercicio provoca un incremento de la demaedaxigeno y la necesidad de eliminar el,CO
producidd®’. En consecuencia, la actividad de los sistematiaascular y respiratorio también debe
incrementarse. Durante el ejercicio se producenenosos cambios cardiovasculares con el objetivo
comun de que el sistema satisfaga las demandas#tagupara desempenfar sus funciones con la
maxima eficacia. Las adaptaciones fisiolégicasnestéentadas a mejorar la capacidad de elevar el
flujo arterial a las masas musculares en movimidrie cambios se producen a nivel de los siguientes

componentes del sistema cardiovasctftar

» Frecuencia cardiaca
* Volumen sistélico

» Gasto cardiaco

* Flujo de la sangre

» Tensién arterial

* Sangre

Los cambios agudos en los valores de algunas rodgsitdurante el ejercicio son debidos a
las variaciones de volumen entre los compartimeimioavasculares e intersticiales, a la pérdida de
volumen por el sudor y a los cambios en las conaeiohes hormonales plasmaticas: un incremento
de adrenalina, noradrenalina, glucagén, somatatagmiortisol, corticotropina y una disminucion de

insulind®® Ademas, el ejercicio produce un incremento detiizacion de oxigeno y una mayor
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generacion de radicaldibres La prolongada generacion de radicaléses puede superar la
capacidad antioxidant@rovocand una descompensacion del equilibaietioxidant que conduce a
una situacion de estrégidativc en el musculo, higado, sangre y otros tejidogumlleva a fatiga y a
dafio tisular®.

Este tipo denvestigacione pueden llevarse a cabo en un laboratomeediant un estudio de
campo. Las pruebas dboratoric permiten controlar las condiciones nwsdadosamen y ademas
permiten realizar la mediciddirecte del VO, max En un laboratoricadema pueden controlarse
factores como la temperaturaelygrado de humedad o la intensidad de la Idelyuido en el area de
la prueba, que pueden afectda aeaccion del organismo tanto en reposo cdomant: el ejercicid®.
La investigacién de campo aseno: controlable en este sentido. Sin embatigme la ventaja de que
la actividad fisica realizadpor los participantes es mas real en una prulbaampo que en el
laboratorio. Con frecuencia lasvestigacione: se llevan a cabo en ambagare: con la finalidad de
obtener un resultado mageeciscy completd®.

En las pruebas en &boratoric también debe controlarse el esfuefigicc del participante
para proporcionar un ritmoonstare y conocido. Esto se logra usaretgémetro (Imagen 14). Un
ergometro es un instrumenpar: hacer ejercicio que permite controlarestandarize y medir la
intensidad y el ritmo dedsfuerz fisico de una persona. En deportes conmraguismey el ciclismo
existen ergometros especificosmoergometros, kayak-ergometros y aectpmetro, que permiten
someter a los deportistagpeueba de un modo que se aproxima mucho akdeentrenamientos o

competicione¥®.

Imagen 14.Cicloergémetro y kayak-ergémetro.
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3.2. Efecto del entrenamiento

Al examinar las reacciones agudas al ejerciciopserva la reaccion inmediata del organismo
a una serie individual de ejercicio. Otra de lasadarde interés en la fisiologia del esfuerzo y del
deporte es la respuesta del organismo a lo largdiedepo a las tensiones de series repetidas de
ejercicio.

Cuando se realizan ejercicios regulares durantelatarminado tiempo, el organismo se
adapta. Las adaptaciones fisiol6gicas que se peoduejoran tanto la capacidad como la eficacia en
el ejercicio y son especificas del tipo de entreeato que se sigue. Con el entrenamiento de
resistencia, los musculos se fortalecen y con gkeamiento aerdbico, el corazén y los pulmones
ganan eficacia y se incrementa la capacidad dsteasia’. Por otra parte, el entrenamiento produce
un incremento de la capacidad antioxidante musaularretrasa el fenomeno de fatiga. El ejercicio
regular provoca unos cambios adaptativos en diges®iemas antioxidantes, tanto enzimaticos, la
superéxido dismutasa, la glutation peroxidasa ecakalasa, como no enzimaticos, el glutation, el
urato, la bilirrubina, la ubiquinoma, las vitamirfasC y los carotenoid&s

Uno de los principios en los que se basan toda®ilams de entrenamiento es el principio de
periodizacion. La periodizacion es la disposiciancielos graduales de la especificidad, intensigdad
volumen de entrenamiento para conseguir nivelesmuéxde forma fisica para la competicion. Con
la periodizacion, el volumen e intensidad del arneiento varian a lo largo de un macrociclo, que
suele abarcar un afio de entrenamiento. Los maloscée componen de dos o mas mesociclos
determinados por las fechas de las competiciongsriante&®.

En resumen, las series individuales de ejercicionppen obtener de forma aguda una
respuesta metabolica y cardiovascular que es toaiasiSu comprensién puede ayudar a entender
mejor las adaptaciones cronicas que lleva a cabogahismo cuando se le somete a repetidas series

de ejercicios, que se conocen como la respuestarahamientS®.
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VIIIL. Marcadores metabdlicos de riesgo cardiovascular y
ejercicio fisico

La falta de actividad fisica es un problema de dsgublica reconocido como un factor
independiente de riesgo de enfermedad cordflaRar el contrario, la actividad fisica regularay |
buena forma fisica cardiovascular disminuyen latafidad totaf®.

El corazdon entrenado es capaz de realizar un trafdis importante con menos gasto
energético y la frecuencia cardiaca es mas bag yramivel de esfuerzo determinado. Cualquier
factor implicado en la reduccion del trabajo cardi&jerce un efecto favorable sobre la funcion
cardiovascular, especialmente cuando la perfustbansuentra comprometida a consecuencia de la
presencia de placas de ateroma en las arteriasaria$. El entrenamiento incrementa la capacidad
funcional cardiovascular y disminuye la demandaxigeno cardiaca a cualquier nivel de actividad
fisica en sujetos sanos, asi como en la mayorsajdtos con enfermedad cardiovascular.

La baja forma fisica parece asociarse con el d#kade diabetes, hipertension y sindrome
metabdlico, tanto en sujetos jévenes como de madéaad. Los individuos con baja forma fisica
presentan 3-6 veces mas probabilidad de desaredtas factores de riesgo que los que presentan
buena forma fisic&. Esto ha llevado a las sociedades médicas a pemebejercicio como parte de
un estilo de vida cardiosaludable reconociendoumaeactividad fisica adecuada contribuye al control
y tratamiento de la enfermedad coronaria y de R&'F*

El ejercicio fisico habitual modifica favorablemerdlgunos FRC, reduce y controla el peso
corporal, ademas de contribuir a cambios en dbedi vida en cuanto al abandono de habitos toxicos
en especial el tabaco, mantenimiento de dietadileguias y menos consumo de alcohol y se ha
descrito que es efectivo en la reduccion y el comtel estréd %' También existen datos sélidos
que refuerzan la eficacia del ejercicio fisico haddien la reduccién de la tension arterial enqreas
con hipertension leve o moderada. El entrenami@oiede reducir la tension arterial sistélica y
diastdlica aproximadamente 10 mmHg en individusshipertension esencial moder&ia

Ademds, la practica de ejercicio fisico produce eénorganismo una serie de cambios
metabdlicos que tienen su base en reacciones himgd. El conocimiento de estos cambios
metabdlicos puede ayudar a identificar los efebtaweficiosos del ejercicio tanto en individuos sano
como en individuos con problemas cardiovasculareslg utilizacion del ejercicio para equilibrar
estados metabdlicos inadecuados. Dentro de esp® giel efectos metabdlicos relacionados con el
riesgo cardiovascular, es importante el efectoefdto del ejercicio en el control de la diabetds.
ejercicio mejora el control de la glucemia y lasbitidad a la insulina y previene el desarrollo de

diabetes mellitus tipo 2 en pacientes de alto o€8§> Sin embargo, una de las modificaciones
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metabolicas beneficiosas mas importantes que skigea con la practica de ejercicio fisico es la que

ejerce sobre los niveles de lipidos en sangre.

1. Lipidos

La practica regular y moderada de ejercicio fisieodbico se asocia a una mejora del perfil
lipidico plasmaético y un menor riesgo de arteri@abronaria y mortalidad cardiovasctiat® %
Existen evidencias de que la préctica de ejerdigizo en la poblacion general tiene un efecto
positivo en los niveles de lipidos y lipoproteinas.

Los datos de varios estudios coinciden en quetlgidad fisica habitual puede ser utilizada
para mejorar los niveles de colesterol, observandoa asociacion positiva entre la actividad figica
los niveles de cHDL, mientras que se observa uoeiason negativa entre actividad y los niveles de
colesterol total, cLDL y triglicéridd&”91%92%2%Aynque los mecanismos que subyacen a este efecto
no estan totalmente aclarados, algunos autoreariadiacionado con el aumento o induccion de la
actividad enzimética. Con el entrenamiento se heerwado elevaciones en la actividad de la LCAT
y de la LPI?°**® Esta Ultima facilitaria el catabolismo de lasofipoteina ricas en triglicéridos
(quilomicrones y VLDL) proporcionando mas sustipama la sintesis hepatica de HESL

El tipo de ejercicio y el nivel de intensidad ds &ercicios realizados en los entrenamientos
parece influir en su efecto sobre los cambios guedil lipidico. Con respecto al entrenamiento de
resistencia parece que el entrenamiento de bajanada intensidad resulta mas beneficioso para el
perfil lipidico que el entrenamiento de resisterdéaalta intensid&d® y que un mayor nimero de
repeticiones en los entrenamientos, tiene un megpacto sobre el perfil lipidico que una mayor
intensidad™

Si revisamos el efecto del ejercicio agudo trassere individual de ejercicio fisico, muchos
de los estudios realizados encuentran elevacioeeka concentracion de colesterol total que se
acompafian de un aumento de cHDL entre el 4 y ef4884209210.21121%y astos trabajos el aumento
del cHDL, en general, se describe como paralela didminucion de triglicéridos lo que sugeriria
cambios metabdlicos similares o relacionados. &kimento en el cHDL en sujetos sedentarios parece
ser debido al aumento en la fraccion HDL3, mientas en individuos entrenados aumenta mas la
fraccion HDLZ*. Algunos autores describen diferencias en el inerego en los niveles de cHDL tras
una prueba de esfuerzo de forma dependiente deelesidad del ejercicit’*

Con respecto al cLDL, algunos autores han descitisencia de cambios en las
607,210,212,215

concentraciones tras la realizacion de un ejer@giad aunque otros autores encuentran

gue la concentracion de cLDL disminuye significathente tras diferentes pruebas de esfuerzo en
individuos entrenadg¥ **4**?
Por otra parte, el efecto que ejerce el ejercioiores otros marcadores lipidicos de riesgo

cardiovascular ha sido mucho menos estudtad@ Los trabajos publicados acerca del efecto en las
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apolipoproteinas y la Ip(a) muestran resultadosgereral contradictorios. Se han descrito efectos
beneficiosos del entrenamiento en la disminuciéfagdeoncentraciones de apoA y apoB. Los atletas
de resistencia presentan en general concentradiengsolipoproteinas A-1y A-1l un 25% y 15% mas
altas que los individuos sedentafi3$” mientras que las concentraciones de apoB, soB-1¥b
inferiore$®***. Sin embargo, segun otros autores, la practicejeteicio fisico de forma regular no
parece modificar los niveles de las apolipoprogéfhé>22*

Con respecto al efecto del ejercicio agudo traseseindividuales de ejercicio en las
apolipoproteinas, los resultados también son mughlas. En la mayoria de los estudios realizados
en hombres normocolesterolémicos, las concentresiode apoA y apoB no se alteran
significativamente tras el ejercicio agdd'>?**??® Sin embargo, se ha descrito un aumento
transitorio en las concentraciones de apolipopnatefras la realizacién de una sesién de ejereitio
hombres hipercolesterolémiéds mientras que otros autores describen disminusiode las
concentraciones de apoB y elevaciones de apoAatrasalizacion de un ejercicio intenso en atletas e
individuos sedentarios saftfg?’-#28:222

Existe relativamente poca informacién sobre la )lp(Aunque algunos estudios han
confirmado una relacion favorable entre el entréeatn y las concentraciones plasméaticas de
Ip(ay?*?* otros estudios no encuentran diferencias en $uslem entre sujetos entrenados y
sedentaricd"**°?*'y algunos revelaron valores mayores de Ip(a) @tasuentrenadé®?* A pesar
de que existen bastantes estudios que evaltarfdo® del ejercicio agudo en los lipidos y las
apolipoproteinas, existe menos informacion disgendn lo que concierne al efecto de una uUnica
sesion de ejercicio agudo en la Ip(a). Sin embdogoresultados publicados al respecto coinciden en
gue no se observan diferencias en la concentradgomp(a) tras la realizacion de un ejercicio
agud634,235,23(:3

La reduccion de los niveles de triglicéridos corjelcicio agudo fue descrita por primera vez

en 1964 por Holloszgt al®’

en individuos hipertrigliceridémicos y posteriomte por otros autores.
Este efecto no se describe como inmediato sinimquere 18-24 horas después del ejercicio, persiste
hasta las 72f"208:214.216:238,239.240 24122 a5 mayor en individuos con valores mas altosigkcéridos
antes del ejercicfd’.

Dada la estrecha relacion de los mecanismos ingldican la regulacion de los lipidos
séricos, el estudio del efecto del ejercicio fisem estos marcadores puede aportar una mayor
informacién si estos se analizan de forma conjBitaembargo, hasta el momento, no se ha abordado
en profundidad la valoracion conjunta de todossestarcadores y dadas las diferentes metodologias y
modelos experimentales utilizados resulta difiedlizar una comparacion de los efectos individuales

observados.
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2. Marcadores inflamatorios

El beneficio del ejercicio fisico también pareckac®nado con sus efectos sobre el proceso
inflamatorio vascular. La actividad fisica reguael entrenamiento se han asociado con una accién
antiinflamatoria crénica que se reflejaria en lo®les de la PCREE** Sin embargo, el ejercicio

agudo produce a corto plazo una respuesta inflaiadtansitoria, reflejada en un incremento de los

y

reactantes de fase aguda, tales como la PCRusjtédra amiloide Ag-1 glicoproteina acid& %

algunas citocinas como las interleucinas IL-1 612
Algunos trabajos demuestran una relacion inverdee da actividad fisica regular y la
concentracion sérica de PER“® describiendo diferencias en los efectos del patrgéento fisico

1*” también han descrito diferencias en los

sobre la PCR con el tipo de ejercféid*® Dufauxet a
niveles séricos de PCR, mas bajos en nadadoresnguemeros y a su vez en remeros mas bajos que
en futbolistas.

Los efectos de diversos tipos de ejercicio en lascadores de inflamacion también fueron

estudiados por Kingt al?*

gue examinaron una cohorte de 4072 participante$ estudio NHANES
(National Health and Nutrition Examination Surveyg@l CDC (Centers for Disease Control and
Prevention), de edades entre 17 y 65 afos y qligyeninformacion acerca del tipo y frecuencia de
ejercicio realizado durante un mes. Algunas aaiy@s como el footing, natacion, ciclismo o aerobic,
realizados en mas de 12 ocasiones durante un messogiaron con una menor probabilidad de
elevacion de los marcadores inflamatorios. Utildmuoin analisis bivariado para comparar diferentes
formas de ejercicio, los corredores y los participa que practicaban aerobic tenian concentraciones
significativamente mas bajas de los marcadoresiftiniacion en comparacion con los ciclistas, los
nadadores, y los levantadores de pesas.

Existen muchos estudios prospectivos que han deswostina asociacion directa entre la PCR
y el riesgo de desarrollar enfermedades cardiol@ssu Sin embargo, son pocos los que han
evaluado las asociaciones entre los niveles de RPGRros factores de riesgo de enfermedad
cardiovasculdr®?*#? Rohdeet al?*° evaluaron la relacién de la PCR y varios marcaideeriesgo
cardiovascular en 1172 varones aparentemente gaeonsontraron asociaciones positivas entre los
niveles de PCR y pardmetros como la edad, nimenigderillos al dia, el indice de masa corporal,
presion arterial sistélica y diastélica, colestetatial, triglicéridos, Ip(a), apoB, homocisteinasg
observaron asociaciones inversas con el cHDL pdé\a

Con respecto a la respuesta aguda al ejercicuadiestrealizados en corredores demostraron
elevaciones transitorias de la concentracion de ®P&Ras carreras, inmediatamente y 24 horasatras
finalizacion de la prueba, que volvian a sus valdrasales entre el segundo y sextG>H#ia>>>
Strachanet al?*® han descrito que esta respuesta en la fase agaslaeltrejercicio parece ser
proporcional a la cantidad de actividad y de lesiddaifio muscular. En 38 corredores entrenados

después de la competicion se observé un increnaentas concentraciones de PCR, proporcional a la
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duracioén de la carrera y a las concentracionesasede creatina quinasa (CK). La respuesta aguda
también parece relacionada con el tipo de ejergide masa muscular involucrada. Asi, un estudio
realizado en 14 sujetos no entrenados, no evidamglina elevaciéon en los marcadores inflamatorios
tras la realizacion de un ejercicio excéntrico @ flexores del codo, a pesar de la elevacion sle lo
niveles de CR".
Algunos autores®?***han sefialado que la Ip(a) es también un reactanttas® aguda

positivo, es decir, que los niveles plasméaticodpde) aumentan durante la inflamacion, por lo que
puede resultar de interés evaluar la posible @laentre la elevacién de un marcador estrictamente

inflamatorio como la PCRus y otro mixto como laalp(con el ejercicio.

3. Equilibrio tiol-redox

El estudio de los niveles plasméticos de homoaiataital y su equilibrio redox podria ser util
para comprender las alteraciones y los mecanissmsaalos al estrés oxidativo ocasionado por el
ejercicio.

En la dltima década muchos de los estudios realizad han centrado en la evaluacion de la
reduccion de la concentracibn de homocisteina doengenamiento, mostrando en general una
asociacion inversa entre los niveles de actividatsicd y la concentracion de

7 1/202,:263,264,265,266.26% )nque también se han realizado estudios quetranggsultados

homocistein
contradictorios. Mientras que algunos revelan unsmiducion de la homocisteina con el
entrenamiento, otros estudios han observado aaselecicambid&® o incluso incrementos en la
concentracion de homocistef??£’? En cuanto al ejercicio de resistencia tambiésteni estudios en

los cuales se observa que la homocisteina dismimagain programa de entrenamieftts?

Dado que los sujetos con estilos de vida activrglgn a ser mas conscientes de otros factores
beneficiosos para la salud, tales como reduccibonatsumo de alcohol, la dieta y el tabaco, esitlifi
establecer una relacidon causal entre la actividaidaf diaria y la reduccion de los niveles de
homocisteind® El estudio del efecto del nivel de entrenamiefentro de un grupo de individuos en
el que se controlen estas variables relacionadaset@stilo de vida, puede ser de utilidad para
comprender el efecto propio del ejercicio fisicih&l en las concentraciones de homocisteina
eliminando la influencia de otros factores.

Para entender las adaptaciones fisiologicas aliejeres importante también el analisis de los
cambios que ocurren en el ejercicio agudo y queelenaso de la homocisteina debe, ademas,
estudiarse desde el punto de vista del ejercidenso o prolongado como una forma de estrés
metabdlico y oxidativo. El ejercicio de forma agugeduce un incremento de la utilizacion de
oxigeno y una mayor generacion de radicales liquespodrian influir en el equilibrio redox de las

moléculas portadoras de grupos tioles y en concletla homocisteina, por lo que el analisis de las
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diferentes formas moleculares de la homocisteiaanpdtica podria ser un indicador indirecto de la
capacidad de respuesta antioxidante.

Con respecto a la respuesta aguda a las seriaédirales de ejercicio, la mayoria de los
estudios muestran un aumento de los niveles de tistema’**">*"**""?"qunque algunos autores
discrepan y muestran un descéfis3’?®'o ausencia de variaci$f La mayoria de estos estudios se
realizan en individuos entrenados aunque reciemtEmambién ha sido descrita una elevacion
transitoria de homocisteina en individuos sedergague realizaron un ejercicio agudo a diferentes
intensidade®®. Las discrepancias encontradas parecen estaioreldas con la heterogeneidad en los
disefios experimentales, asi como con el empleérdaifas inapropiadas en la correccidon de cambios
en el volumen de plasma. Ademas, se han descrnitdioca dinAmicos en las concentraciones de
homocisteina durante el ejercicio y durante elqueride recuperacion que podrian explicar esta

disparidad en los resultadds

4, Oxido nitrico y dimetilarginina asimétrica

En los afios noventa, Detypp al?**

publicaron que 12 semanas de entrenamiento Bsicatas
mejoraban la relajacion endotelial en respuesta efusion de un vasodilatador dependiente del
endotelio, la acetilcolina. Desde entonces ha sidoiente el interés y el estudio del ejerciciicéis
como una estrategia para la mejora de la funcidotefial.

Uno de los efectos cardioprotectores del ejerdisioco se debe a su accion sobre la funcién
endotelial de las arterias coronarias. La practgalar de ejercicio fisico mejora la funcion ermdiat
en individuos con disfuncion endotelial y con diietes patologias como obesidad, sindrome
metabdlico, diabetes y enfermedad vasétlahdemas, algunos autores han descrito la capadielad
ejercicio en entrenamiento para incrementar la dikgacion dependiente del endotelio vascular, la
biodisponibilidad del N&°2%72%%; tanto la expresion proteica de eNOS como suidatif**%.

Cuando se realiza ejercicio fisico, la irrigaci@mguinea de los tejidos se modifica segun su
actividad metabdlica, produciéndose una redistidsusistémica del flujo sanguineo determinada por
la estimulacion simpaticoadreffdl En los vasos sanguineos actiian dos tipos dealjeta
pulsatilidad, determinada por la presién arteriz¢ @ctia de forma perpendicular a los vasos, y las
fuerzas de cizallamiento, provocadas por el flgscular que actian de forma paralela a los vasos. E
ejercicio fisico provoca un aumento en el flujog#aneo que aumenta las fuerzas de cizallamiento
sobre la pared vascular que a su vez estan retatasrcon la velocidad y viscosidad de la sangte. Es
fendmeno es el principal estimulo para la sin@si8lO que tiene como objetivo final el incremento
del diametro del vaso, por la vasodilatacion, coespuesta normal de las arterias al incremento del
flujo'®'® Asi, los vasos con grandes areas de cizallamisnilen estar libres de lesiones
ateroescleréticas, mientras que las zonas de bsti@sesuelen tener mayor tendencia a la

aterosclerosfé,
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El ejercicio podria tener también un efecto impueaen la produccion de factores que afectan
a la biodisponibilidad de NO, como el inhibidor quetitivo de la eNOS, ADMA. Sin embargo, a
pesar de que el papel del ADMA como marcador dgadeardiovascular se ha visto reflejado en el
incremento de estudios publicados en los Ultimass aéxiste poca informacién acerca del efecto
producido por el ejercicio fisico en los niveleagshaticos de ADMA y nunca referido a individuos
sanos.

El efecto de la actividad fisica sobre las conemmines circulantes de ADMA ha sido
valorado recientemente en pacientes con diferguatesogia&’?2%%29429%:29%.297.298. 29 hsaryandose en
todos estos estudios una disminucion de la cora@atr de ADMA tras la participacion en un
programa de entrenamiento basado en ejercicio imerébntrolado.

Dado que el gjercicio fisico induce cambios en eainolismo de las proteinas, los glucidos y
los aminoacidos, asi como en la funcion renal, gpdrian afectar a la produccién y eliminacion de
homocisteina y de ADMA, una evaluacién conjuntatatios ellos puede ayudar a comprender los

efectos metabolicos del ejercicio en estos maresdibe riesgo cardiovascular.
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Los efectos de la actividad fisica en los factalesriesgo asociados con la enfermedad
cardiovascular pueden explicarse por las adaptesifisiologicas que se producen en la musculatura
esquelética y cardiaca, en el volumen sanguinealaiorio y, de manera muy importante, por las
modificaciones metabdlicas asociadas. Una formavaderar el impacto del entrenamiento en la
prevencion de las enfermedades cardiovascularesres efecto sobre los FRC, en la suposicion de
que modificando los FRC a escala individual o pablgal, a largo plazo, se podria disminuir la
morbilidad y mortalidad cardiovascular.

La préactica de ejercicio fisico produce en el oigiao una serie de cambios metabdlicos y el
conocimiento de estos cambios puede ayudar afidantios efectos beneficiosos del ejercicio y a la
utilizacién del ejercicio para equilibrar los esiadnetabdlicos inadecuados. Ademas, el efecto del
ejercicio en cuanto a las modificaciones metabgliegociadas puede ser estimado directa y
cuantitativamente. Por todo ello, en este traba&jotramos nuestra atencién en la influencia del
ejercicio en los marcadores de riesgo cardiovasdeléipo metabdlico.

A pesar de que los mecanismos de accion de los BB@Ep ser diferentes, en algunos casos
se han encontrado ciertas asociaciones y, conaatamlos marcadores metabdlicos de riesgo
cardiovascular suelen estar intimamente inter@acios. La realizacion de ejercicio fisico puede
modificar simultdneamente varios de ellos en unterdenada direccion y cambiar el riesgo
cardiovascular del individuo. Por este motivo, lelstzer los cambios producidos en algunos de ellos
de forma aislada podria resultar insuficiente yabordaje de forma conjunta puede aportar mayor
informacion. Por otra parte, mientras que el efeleioejercicio sobre los marcadores metabdlicos de
riesgo cardiovascular tradicionales esta mejor aheeuado, el efecto que ejerce sobre los marcadores
emergentes no ha sido adecuadamente estudiadtlmeate reconocido y, en algunos casos, no se
ha valorado en individuos sanos.

El ejercicio intenso o prolongado representa unadode estrés metabdlico y oxidativo. Las
sesiones aisladas de ejercicio agudo provocan espuésta metabdlica transitoria, mientras que el
efecto crénico del ejercicio incluye cambios pererdas 0 adaptaciones que se producen como
resultado del entrenamiento. Muchos de los cambodencialmente favorables en los marcadores
metabdlicos tienen un componente de efecto agudo gomponente de efecto crénico y, por tanto,
los cambios que se producen con el ejercicio debeabordados desde estos dos puntos de vista para
comprender los mecanismos fisioldgicos implicados.

La realizacién de un estudio sobre los efectos mdéitas del ejercicio y del entrenamiento en
individuos no entrenados de la poblacién genegaitph numerosas dificultades, por la imposibilidad
de controlar variables como el estado basal del saiuelacion a la edad, el tipo y periodicidadade
actividad fisica realizada o la posible incapacigach alcanzar el nivel de esfuerzo requerido paea
un marcador metabdlico se vea afectado, de maneragipuedan evaluar los efectos con la suficiente

sensibilidad.
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De acuerdo con todo lo anterior, el objetivo gelndeh trabajo recogido en esta memoria de

tesis doctoral ha sido evaluar el efecto del g@cen los marcadores metabdlicos de riesgo

cardiovascular en deportistas de alto nivel, atmah tanto a la respuesta aguda al ejercicio colao a

adaptacion al entrenamiento. Para ello, se hanidwrasio dos disciplinas deportivas, como el

ciclismo y el piragtismo, que representan dos nozdapropiados de ejercicio ya que combinan una

elevada carga de entrenamiento con unas pruelEesfiatensas y prolongadas a lo largo de varios

dias, y que permiten estudiar posibles diferengascuanto al tipo de ejercicio al tratarse,

respectivamente, de un ejercicio aerdbico y de jercieio de fuerza. Ademas, la seleccion de

deportistas semiprofesionales ha permitido contfaletores como la edad, el consumo de tabaco y

alcohol o la dieta.

Por todo ello, los objetivos planteados fuerorsigsientes:
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Analizar los cambios que ocurren en el volumenméiEo como consecuencia de la

realizacion de las pruebas fisicas a través debtoamito y de la concentracion de

hemoglobina para, posteriormente, realizar unaecoidn de las concentraciones

observadas tras el ejercicio y poder comparar faedos directos en los marcadores

estudiados.

Revisar cambios bioguimicos relacionados con etieje en el estado metabdlico

general y evaluar su relacion con los producidosoermarcadores metabdlicos de

riesgo cardiovascular. Esto incluye el estudioadfuhcion renal, del metabolismo de

las proteinas, de la glucosa, entre otros.

Comparar los efectos de una sesion de ejercicmsoty del entrenamiento sobre los

marcadores metabdlicos de riesgo cardiovasculadabdolos individualmente:

(0]

Valoracién de los marcadores lipidicos tradiciogdtmlesterol total, cLDL y
cHDL) en comparacion con los marcadores de tipiiip de méas reciente
consideracién, como las apolipoproteinas A-l yaBpla) o los triglicéridos.
Andlisis del efecto del ejercicio y del entrenantdesobre un marcador de
lesion en el endotelio vascular de tipo inflamatold PCRus.

Evaluacién del efecto producido por el ejercicielyentrenamiento en la
homocisteina plasméatica, asi como, indirectameme, los procesos
relacionados con el estrés oxidativo a través desdamacion de las
modificaciones del equilibrio redox de este amwloti

Estudio de las modificaciones que se producen coamsecuencia de la
realizacibn de ejercicio fisico y del entrenamientm la respuesta
vasodilatadora del endotelio a través de marcadame® el NO y el ADMA,
asi como de sus metabolitos relacionados, la @iy la L-citrulina, y los
ratios arginina/ADMA y ADMA/SDMA, con la finalidadde dilucidar

posibles mecanismos subyacentes.



Hipotesis de trabajo y objetivos

» Evaluar las posibles asociaciones en los cambissreados en los niveles circulantes

de los marcadores estudiados.

73






Material y métodos






Individuos Material y métodos

I. Individuos

El estudio se ha realizado en un grupo de 20 fEslispertenecientes a equipos
semiprofesionales y 22 piraguistas de élite natiene fueron estudiados en diferentes momentos a
lo largo de la temporada deportiva. Los individpagticiparon indistintamente en cada momento de la
temporada, 29 en temporada baja (15 ciclistas pirbgjliistas) y 31 en temporada alta (18 ciclistas y
13 piraguistas). 11 ciclistas y 4 piraguistas pgréiron en los dos momentos de la temporada de
entrenamientos.

En la seleccion del grupo experimental se ha pdéernminimizar la influencia de factores
que podrian afectar a los marcadores bioquimicosietgo cardiovascular analizados, ya que
representan un grupo homogéneo en cuanto a désr@airametros: son varones, no fumadores ni
consumidores de alcohol y con dieta controlada mdggne®° a lo largo de toda la temporada
deportiva al encontrarse bajo seguimiento médigmdiro por la Fundacion Deportiva Municipal de
Avilés. Los deportistas participantes en el estdderon seleccionados tras realizarles un chequeo
médico y un estudio analitico completo. Todos ladigipantes dieron su consentimiento informado y

el estudio fue aprobado por el Comité Etico de dtigacion Clinica del Principado de Asturias.

Ciclistas Piragiiistas

Edad, afnos™* 20+1 17+1
Altura, cm 172,4 +4,6 177,7+1,4
Peso, kg™ 67,2+1,0 75,1+1,4
% Graso™ 9,7+0,2 11,2+ 0,5
SM4, mm** 259+1,4 357+3,1
SM6, mm*™* 39,1+1,8 57,6 £5,5
VO; max ML 4788 £ 75 4552 +£172
VO3 max ML/Kg.min** 72+1 59+2

Tabla 4. Datos antropométricos de los individuos participantValores
expresados como mediaSEM. SM4, suma de 4 pliegues cutaneos; SM6, suma
de 6 pliegues cutaneos; YQ., consumo maximo de oxigeno. Diferencias
significativas entre los grupos: p<0,001;" p<0,01.

Todos los participantes realizaron la prueba despeéun periodo de ayuno de 8 horas sin
restriccion de la ingesta de agua.

Los participantes realizaron una prueba de esfuerzodos momentos diferentes de la
temporada deportiva; al inicio de la misma, en eriquo de entrenamientos de baja o moderada
intensidad (temporada baja), y tras 5-7 meses tlenamiento, cuando los deportistas se encuentran
en un periodo de entrenamientos en los que searalargas de trabajo de intensidad alta 0 muy alta
y compiten a nivel nacional e internacional (teraglaralta).

En temporada baja, las pruebas de esfuerzo seamealien un laboratorio deportivo. Los

piragulistas realizaron la prueba en un kayak-ergronilodest, Odense, Dinamarca) y los ciclistas en
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un cicloergébmetro (Orion S.T.E., Toulouse, Frandias pruebas consistieron en la realizacion de un
ejercicio continuo de intensidad creciente, con daeacion maxima entre diez y quince minutos,
hasta alcanzar niveles maximos de esfuerzo. Lantacmn de la prueba tiene lugar en cada caso, tras
alcanzar la frecuencia cardiaca maxima teéricapttner una meseta o no aumentar el volumen de
consumo de oxigeno (\MPcon el incremento de la carga, lo que represaintével maximo de V@
(VOZ ma>)-

El control de la prueba se llevé a cabo mediantaliaracion de la capacidad funcional y de la
respuesta metabdlica instantdnea al ejerciciostragido la frecuencia cardiaca de los deportistas
mediante pulsémetros telemétricos (Polar, Finlgngianediante un sistema de andlisis de gases
espirados (Vmax, SensorMedics, USA).

En temporada alta, las pruebas se llevan a catamigula participacién de los deportistas en
competiciones reales en condiciones controladasguladas. En el caso de los piraguistas, los
deportistas participaron en una competicion realegua (Campo de Regatas de Trasona, Asturias),
sobre una distancia de 5000 metros y en el casosdgclistas, participaron en una etapa en lireea d

150 km en carretera durante una competicién offialetapas (Torrelavega, Cantabria).
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II. Muestras y conservacion

Las muestras de sangre fueron extraidas por veo@purantes y 36 minutos después de las
pruebas. Las muestras fueron transportadas refdgerinmediatamente al laboratorio y centrifugadas
durante 5 min a 3000 g. En cada extraccion, sevigan los cuatro tubos de sangre que se detallan a

continuacion:

* Un tubo de 4,5 mL de sangre anticoagulada coneit@dico acidificado a pH 4,3 (Stabilyte,
Biopool). Tras centrifugar se separaron alicuotagldsma (1 mL) y se conservaron a’cZ0

para la determinacion de rHcy y tHcy

* Un tubo de 9 mL de sangre sin anticoagular (Vaeu&teiner Bio-one). Tras 20-30 minutos
se centrifugaron a temperatura ambiente y se gepasdicuotas de suero (1 mL) que se
congelaron a -2@ en oscuridad. Estas alicuotas se utilizaron perdeterminacion de
metilargininas, NO, apoA, apoB, Ip(a), PCRus, deles total, cHDL, triglicéridos asi como
otras magnitudes bioquimicas generales dentrostigdlie analitico completo que se realizé a

los deportistas.

* Untubo de de 5 mL de sangre anticoagulada corrinepde litio (Vacuette, Greiner Bio-one)
para la determinacion de aminodacidos, del quepsra®n alicuotas de plasma (1 mL) tras su

centrifugacion en frio y se congelaron a°@0

e Un tubo de de 5 mL de sangre anticoagulada geBOXTA (Vacuette, Greiner Bio-one) para
la determinacion inmediata de la concentracionededglobina y del hematocrito, ademas de

otras magnitudes hematolégicas generales dentestlelio analitico completo.

Extracciéon POST
Extracciéon PRE

§ 30+ 5 min

CCCi

a b
& e

i

esfuerzo maximo

Imagen 15.Esquema de obtencién de muestras.
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III. Material e instrumentacion

Reactivos generales

e T7-fluorobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-sulfonato (SBDE)gma, St. Louis, MO, USA).

» Acetato sédico (Merck, Darmstadt, Alemania).

e Acetonitrilo HPLC (High Purity Liquid Chromatoghaph(Merck, Darmstadt, Alemania).

« Acido acético glacial (Merck, Darmstadt, Alemania).

« Acido bérico (Merck, Darmstadt, Alemania).

« Acido clorhidrico (Merck, Darmstadt, Alemania).

« Acido etilendiamino tetracético (EDTA) sal tripa@sdihidrato (Panreac, Barcelona, Espafia).

« Acido tricloroacético (Merck, Darmstadt, Alemania).

e Cloruro sbdico (Merck, Darmstadt, Alemania).

» Columnas de extraccion en fase solida Oasis MCKHestte en modo mixto de fase reversa e
intercambio cationico, ImL 30 mg (Oasis, MilfordAMUSA).

» Dihidrogeno fosfato sédico (Merck, Darmstadt, Alemad.

e Hidrégeno fosfato sédico (Merck, Darmstadt, Alenaani

e Hidréxido sodico (NaOH) (Merck, Darmstadt, Alemgnia

* Membranas de celulosa regenerada con limite derpekular 10.000 Microcon Ultracel YM-
10 (Millipore, Bedford, USA).

« Membranas para filtracién de fases moviles de @yaal/L (Millipore, Bedford, USA).

¢ Metanol grado HPLC (Merck, Darmstadt, Alemania).

» Trietilamina (TEA) (Sigma, St. Louis, MO, USA).

e Tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) (Sigma, St. LouldO, USA).

Los reactivos utilizados para las determinacioreesmatias en cromatografia liquida de alta resolucion

(HPLC) fueron del grado de calidad requerido.

Kits comerciales de reactivos

e AccQ-Fluor (Waters, Milford, MA, USA) utilizado parla determinacion de metilargininas que
incluye: reactivo de derivatizacion AccQ (carbamdeo6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimida),
diluyente (acetonitrilo) y tampdn borato.

« Ensayo colorimétrico para oxido nitrico (Roche Aggl Science, Penzberg, Alemania), que
incluye: tampén fosfato de potasio pH 7.5, coenzh#eDPH y FAD en comprimidos, nitrato

reductasa liofilizada, reactivos colorantes sulfamida y N-(1-naftil)etilendiamina, nitrato de
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potasio 80 mM, placas microtiter.

PicoTag (Waters, Milford, MA, USA), utilizado paeh analisis cromatografico de aminoacidos,

que incluye:

reactivo de derivatizacién; fenilisotiocianato (E)T

eluyente 1; TEA al 0,05% en una disoluciéon de acesddico 0,14 M pH
6,40:acetonitrilo (94:6)

eluyente 2; acetonitrilo:metanol:agua (45:15:40)

diluyente para muestras; acetonitrilo:agua (4:96)

Reactivos para la determinacion en autoanalizad®ashe Diagnostics, Mannheim, Alemania):

Glucosa ensayo colorimétrico enzimatico que incluye hexogsa y glucosa-6-
fosfato  deshidrogenasa en solucibn tampon HEPES idoac N-(2-
hidroxietil)piperazina-N"-(2-etanosulfénico)] pH08y NADPH y ATP en tampoén
MES [acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico] pH 6.0.

Creatinina: ensayo colorimétrico mediante reaccion cinétiedaffé amortiguada sin
desproteinizacion, que incluye tampon fosfato dagio pH>13.5 y acido picrico.
Urea: ensayo colorimétrico cinético que incluye uregbatamato deshidrogenasa, 2-
oxoglutarato y NADH en tampén TRIS [tri(hidroximgiminometano) pH 8.6.

Urato: ensayo colorimétrico enzimético que incluye w&aperoxidasa y 4-
aminofenazona en tampoén fosfato a pH 7.8.

Proteinas totales ensayo colorimétrico que incluye hidroxido de ispdartrato
sédico-potasico, yoduro potésico y sulfato de cobre

AlbUumina: ensayo colorimétrico que incluye verde de bromsalen tampdn citrato
apH4.1.

Colesterol ensayo colorimétrico enzimatico que incluye 4+mfénazona, fenol, éter
poliglicdlico de alcohol graso, colesterol esterasdesterol oxidasa y peroxidasa en
tampdn PIPES [acido piperazina-N,N’-bis(2-etandsudio)] pH 6.8.

Colesterol HDL: ensayo colorimétrico enzimatico homogéneo quiiyecsulfato de
dextrano, nitrato de magnesio hexahidratado, alelsesterasa y colesterol oxidasa
acopladas a polietilenglicol, en solucién tampo6rPEE pH 7.4.

Triglicéridos: ensayo colorimétrico enzimatico que incluye lipmpin lipasa,
gliceroquinasa, glicerol fosfato oxidasa, 4-amonaf®na y 4-clorofenol en solucion
tamp6n PIPES pH 7.4 y Mg40 mmol/L.

Apolipoproteina A-l: ensayo inmunoturbidimétrico que incluye: antigosr anti-
apolipoproteina A-I humana y polietilenglicol edusdon tampdén TRIS pH 8.0.
Apolipoproteina B-10Q ensayo inmunoturbidimétrico que incluye: antigasr anti-

apolipoproteina B humana y polietilenglicol en saha tampdn TRIS pH 8.0.
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» Lipoproteina (a): ensayo inmunoturbidimétrico potenciado por patéis que incluye
particulas de latex revestidas con anticuerposclpakiles anti-lp(a) humana en
tampdn de glicina pH 9.6 y polietilenglicol en taimdosfato a pH 7.5.

e PCR ultrasensible ensayo inmunoturbidimétrico potenciado por patds que
incluye particulas de latex recubiertas con antfmg de raton anti-PCR en tampon

de glicina y tampdn TRIS con albumina de suerorme inmunoglobulinas de raton.

Reactivos para la preparacion de patrones

* Cisteamina (Sigma, St. Louis, MO, USA).

* Homocisteina (Sigma, St. Louis, MO, USA).

¢ Metionina sulfona (Sigma, St. Louis, MO, USA).

« N¢ NC-dimetilarginina asimétrica di-HCI (Sigma, St. LeuMO, USA).

«  N® N@-dimetilarginina simétrica dicloruro (Calbiochemarnstadt, Alemania).

* N-metil arginina acetato (Fluka, St. Louis, MO, USA

* N-propil arginina (Calbiochem, Darmstadt, Alemania)

e Soluciones para calibraciéon de aminoacidos acidiroe y basicos (Sigma, St. Louis, MO,
USA).

Materiales de control

e Liquichek Homocysteine Control (Bio-Rad Laborateridrvine, CA, USA), como material de
control para la homocisteina.

e Precinorm U y Precipath U (Roche Diagnostics, Mammh Alemania), como material de control
para glucosa, urea, creatinina, urato, protein@adety albumina, colesterol, cHDL, triglicéridos,

apolipoproteina A-1, apolipoproteina B, lipoproteifa) y PCR ultrasensible.
Columnas cromatograficas

Para el analisis cromatografico se emplearon [sesites tipos de columnas y precolumnas
(Waters, Milford, MA, USA):

* Columna Symmetry £g (150 mm x 4,6 mm i.d.; 5 pm) y precolumna Sentgy (@0 mm x 3,9
mm i.d.; 3,5 um), para la determinacién de homefist
e Columna Symmetry (100 mm x 4,6 mm i.d.; 3,5 um), para la deterniiirade metilargininas.

* Columna PicoTag £ (300 mm x 3,9 mm i.d.; 4 um), para la determinacé aminoacidos.
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Instrumentacién empleada

Sistema cromatogréfico y software Breeze (Wateidpi, MA, USA), compuesto de:

e Waters 1525 Binary HPLC Pump.
e Waters 717 plus Autosampler.
* Waters 2475 Multh Fluorescence Detector.

e Waters 2487 Dual Absorbance Detector.

Analizador hematologico Sysmex XE-2100 (Roche Disgins, Mannheim, Alemania).
Autoanalizadores Modular Analytics SWA y Cobas e5®oche Diagnostics, Mannheim,
Alemania).

Basic Robotic Immunoassay Operator BRIO (Seac R&itoup, Florencia, Italia)

Todas las disoluciones fueron preparadas con agsi@rdzada ultrapura (resistividad 18,2

mQ.cm) obtenido de un sistema Mili-Q (Millipore, Bedfl, USA).
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IV. Determinaciones analiticas

1. Métodos automatizados

Las magnitudes que se muestran en la Tabla 5 fusralizadas en suero mediante métodos
automatizados, segun los procedimientos de la caszercial (Roche Diagnostics, Mannheim,

Alemania). Se muestran las caracteristicas pritegpae los métodos empleados asi como la

imprecisién analitica con la que se ha trabajado.

Analizador Parametro Principios del test CVintraserie CVinterserie
Glucosa Enzimatico colorimétrico (hexoquinasa) 0,71-1,11 % 0,62-1,31 %
Enzimatico colorimétrico
Urea (ureasa/glutamato deshidrogenasa) 0,90-1,00 % 1,00-1,20 %
Creatinina Colorimétrico (método de Jaffé) 1,11-2,06 % 1,47-1,75 %
Enzimatico colorimétrico
Urato (uricasa/peroxidasa) 0,66-0,83 % 0,85-1,20 %
Protefnas totales ~ Colorimétrico (reaccién de Biuret) 0,60-0,64%  0,68-0,86 %
Modular Albtmina Colorimétrico (verde de Bromocresol) 1,24-1,44 % 1,38-1,84 %
Analytics SWA Enzimatico colorimétrico
Colesterol (colesterolesterasa/colesteroloxidasa/ 0,97-1,26 % 1,33-1,59 %

peroxidasa)

Enzimatico colorimétrico

Colesterol HDL (PEG-colesterolesterasa/ 060-1,11%  091-1,45%
PEG-colesteroloxidasa/peroxidasa)

Enzimatico colorimétrico

Triglicéridos (lipasa lipoproteica/ 0,78-2,14%  1,55-1,62 %

glicerolquinasa/glicerol fosfato oxidasa)

Inmunoturbidimétrico potenciado por

PCRus ; . 0,4-1,6 % 1,3-8,4 %
particulas de latex
Cobas ¢ 501 Apolipoproteina A Inmunoturbidimétrico 1,0-1,5 % 1,4-4,7 %
obas c Cre
Apolipoproteina B~ Inmunoturbidimétrico 1,1-1,8 % 2,3-3,1 %
Lipoproteina (a) Inmunoturbidimétrico potenciado por 08-1,7 % 1,2-2,2 %

particulas de latex

Tabla 5. Datos especificos de la determinacién de algungsit@es. CVyaserieY CVinterserie CO€ficientes de variacién intra
e interserie obtenidos en el laboratorio medianéeas control comerciales.

El cLDL se calcul6 mediante la formula de Friedelfal

triglicéridos>
5

cLDL = Colesterol total — (CHDL +
Las muestras de sangre total para la determinaeidremogobina y hematocrito se analizaron

mediante citometria de flujo por fluorescencia arsistema hematoldgico automatizado Sysmex XE-

2100 (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania).
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2. Oxido nitrico

El NO se determin6é en suero mediante un ensayaim@ico semiautomatizado en un
sistema de analisis robotizado Brio. La determimacie NO se basa en la deteccion colorimétrica de
los metabolitos del 6xido nitrico (nitritos y niima), que constituyen un marcador de la cantidad de
NO vertida a la sangre. La corta vida media y pid& metabolismo del NO en la circulacién, hace
que sea muy dificil medir directamente el NO y &ivéidad enzimatica de la eNOS solo puede
determinarse en tejido y células, por lo que s@édreeralizado la determinacion de nitrato y nitrito
como marcadores indirectos de la biodisponibilidadNO, principalmente debido a su estabilidad
quimica y vida media relativamente larga. Los teslals de NO se expresan como concentracion de
nitratos y nitritos (NG pmol/L).

Las muestras son ultrafiltradas previamente aisisaPara ello se mezclan 200 uL de sueroy
200 pL de tampon fosfato de potasio en un ultrafMicrocon Ultracel YM-10 con un limite de peso
molecular nominal de 10000 kDa (Millipore, Bedfold5A) y se centrifugan a 2-8°C durante 45 min
(13000g). El nitrato presente en el ultrafiltradlord de proteinas se reduce a nitrito mediante la
reaccion enzimatica de la nitrato reductasa erepois de NADPH. En un segundo paso el nitrito
total reacciona con sulfanilamida y N-(1-naftiljetidiamina para formar un compuesto coloreado que
absorbe a 550 nm. Debido a que este método ndotsiidiente automatizado, las determinaciones se
realizaron por duplicado para garantizar la exattitle los resultados. Los datos de precisidon

intraensayo e interensayo proporcionados por kacasercial sog 10% y< 20%, respectivamente.

3. Homocisteina

[ 301,302

A partir del método descrito por Pfeiffet a , se desarrollaron dos procedimientos

cromatogréficos diferentes para la determinaciontHiyy y de rHcy en plasma, basados en una
separacion isocratica en fase reversa con detedkiérescente de los metabolitos derivatizados

previamente empleando SBDF.
1.1.  Preparacion de disoluciones tampon y reactivos generales

El método requiere la preparacion previa de lasiesiges disoluciones:

¢ NaOHO0,5 M.

* EDTA1mM.

* Tampdn fosfato salino (PBS): fosfato 0,01 M; cloreédico 0,138 M; pH 7,4.
e Tampdn borato: borato 0,2 M; EDTA 4 mM; pH 10.

* Disolucién de derivatizacion: SBDF 1 g/L en el tamyborato.
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* Disolucién reductora: TCEP 120 g/L en la disoludiémpon fosfato salino PBS.
* Disolucion para la precipitacion de las proteidasdo tricloroacético 100g/L y EDTA 1 mM.

¢ Disoluciones estandar: 2500 umol/L de homocistgih250 umol/L de cisteamina en tampon

fosfato salino, PBS.
1.2.  Preparacion de las disoluciones estandar y estandar interno

Todas las disoluciones estandar tras ser prepasml@a®nservaron en alicuotas de 1 mL,
congeladas a -2Q. Se realiz6 un estudio de estabilidad de lasluigmes estandar, del que se

obtuvo como resultado una estabilidad de al menadino en estas condiciones.

a) Homocisteina total

La disolucion empleada como estdndar se prepauyedito 200 pL de disolucion 2500

pumol/L de homocisteina en 10 mL de PBS, obteniemdoconcentracién final 50 pumol/L.

b) Homocisteina reducida

Para asegurar el estado reducido de la homocisseingalizé una reduccidén previa del
estandar de tHcy, incubando durante 30 minutosnpdeatura ambiente, 50 uL del estandar de tHcy

con 2 mg de TCEP y tras una dilucion con 950 uPB8, se obtuvo un estandar 2,5 pmol/L de rHcy.

b) Estandar interno

La concentracion final del estandar interno desaistina fue de 50 pmol/L, y se prepard por

dilucion 1:25 en PBS, a partir de una disoluci6B@@mol/L de cisteamina.
1.3.  Preparacion de las muestras

El esquema seguido para la determinacion de la $dayuestra en la Imagen 16 y consta de

los siguientes pasos:

Reducciorde homocisteina a su forma reducida con TCEP.
Precipitaciény eliminacion de las proteinas con acido triclogio.

Derivatizaciénde la rHcy con SBDF.
Para la determinacion de la concentracion de Ig,réelgrocedimiento es el siguiente:

Derivatizacionde la rHcy presente en la muestra con SBDF.

2. Precipitaciony eliminacionde las proteinas con acido tricloroacético.
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a) Homocisteina total

A 90 pL de plasma o disolucién estandar se afiaderL3le disolucion de estandar interno y
15 pL de disolucion reductora. Se agita y se ine@utsanperatura ambiente durante 30 minutos.

Se afladen 75 pL de la disolucion para precipitaciénproteinas. Se agita, se incuba a
temperatura ambiente durante 10 minutos y se fiegdr{13000 g, 5 minutos).

Sobre 20 pL de NaOH 0,5 M se afiaden 50 uL del sademte obtenido anteriormente, 80
uL de tampon borato y 50 pL de SBDF 1 g/L. Se agiaincuba a 66C durante 60 minutos y se

introduce en un vial cromatogréfico.

b) Homocisteina reducida

Se derivatizan 150 pL de plasma o disolucion estgradiadiendo 20 uL de NaOH 0,5 M, 80
uL de tampon borato y 50 pL de la disolucion dévdéracion. Se agita y se incuba 280

Transcurridos 60 minutos, se afiaden 125 pL deuwtigwol para precipitacién de proteinas. Se
agita y se incuba a temperatura ambiente duranteiitos. Posteriormente se centrifuga (13000 g, 5

minutos) y el sobrenadante obtenido se introduagnenal cromatografico.

a) Homocisteina
total

Proteinas

Hey—S—H

Precipitaciény Hey—S-H Derivatizacién Hcy—S—H
eliminacion de proteinas

R-S-H R-S-H
Hcy total I:> Hcy total
reducida derivatizada

Reduccién

>

R-5-H

Hcy total
reducida

(G -

Hecy—5—5—Hcy

Hey-5-5-R

Hcy-S—-H

b) Homocisteina
reducida

Formas libres

Hcy—S—S—Hcy

Hcy—5-S—Hcy

Precipitaciény
eliminacién de proteinas

>

Derivatizacién

et I:>

Hcy-5-5-R

Hey—S-5-R

Hey-S-H

Hey—-S—H

Hcy reducida
derivatizada

Hcy reducida
derivatizada

Imagen 16.Esquema general de la determinacion de: a) hore@uistotal (tHcy) y b) homocisteina reducida (rHcy)

2.4. Separacién cromatogrdfica

Se puso a punten método isocratico con tampoén acetato 0,1 M; fiHySnetanol al 4% a un
flujo constante de 1 mL/min, a temperatura ambiebtefase movil se filtra previamente con una
membrana de 0,22 pmol/L (Millipore, Bedford, US&g inyecta un volumen de muestra derivatizada
de 10 pL y la separacion se monitoriza mediantecd&in fluorescente a una longitud de onda de

excitacion de 385 nm y de emision de 515 nm (Imdgee Imagen 18).
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Imagen 17.Ejemplos de cromatogramas para la determinaciéhodeocisteina total: (a) estandar de homocisteifa (5
pumol/L) y estandar interno (5@mol/L), (b) muestra de plasma de un deportistal(ptBol/L; tR=4,2 min) y estandar interno
(50 umol/L; tR=5,3 min). Cys: cisteina; Hcy: homocistei@gs-Gly: cisteinilglicing; IS: estandar interno; i&ylutation.
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Imagen 18.Ejemplos de cromatogramas para la determinacidmdecisteina reducida: (a) estandar de homocis(giba
umol/L), (b) muestra de plasma de un deportista8(@Qhol/L; tz=4,1 min). Cys: cisteina; Hcy: homocisteina; Cys:Gly
cisteinilglicina; 1S: estandar interno; GSH: glihat
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4. Metilargininas

El procedimiento llevado a cabo para la determéracdle ADMA, asi como de SDMA y
NMMA, se ha basado en el método descrito por Hgnesz al**® con modificaciones.

Para la determinacion de estos compuestos, esanecesalizar una purificacion previa de la
muestra, mediante una extraccion en fase sélidarrdéada a partir de propuestas pre¥ias;
modificadas y optimizadas. Asimismo, se llevd acckboptimizacion de un método cromatografico
de separacidén en fase reversa, empleando comadveeas derivatizacion AccQ, que permite la
separacion, deteccién fluorescente y cuantificaciénestas magnitudes. Se utiliz6 como estandar

interno N-propil arginina (N-PLA). El procedimientmpleado se describe a continuacion.
3.1. Preparacion de disoluciones tampon y reactivos generales

Es necesaria la preparacién previa de las sig@ieligeluciones:

» Acido clorhidrico (HCI) 0,01M.

* Tampdn fosfato salino, PBS: fosfato 0,01M; clorséadico 0,138M; pH 7,4.

* Disolucién para elucién desde los cartuchos deaegibn: TEA al 3% en una disolucién
metanol:agua (65:35).

¢ Reactivo de derivatizacion: AccQ reconstituido ¢anl. de acetonitrilo.

» Disoluciones estandar de ADMA, SDMA (2000 pmol/LNWMA (800 pmol/L), en &cido
clorhidrico 0,01M. Se conservan en alicuotas dé hr2d'C.

¢ Disolucién estandar interno de N-PLA (400 umol/lpreparada en agua destilada. Se

conserva en alicuotas a @0

* Eluyente: acetato sédico 0,1M pH 6,0.
3.2. Preparacion de las disoluciones estandar y estdndar interno

Se prepar6 una disolucion estandar de trabajo,yatilpo las disoluciones estandar
anteriormente mencionadas. Para ello se llevawilumen de 100 mL con PBS una mezcla de: 125
uL de disolucion 2000 umol/L ADMA y SDMA, 125 uL disolucion 800 umol/L de NMMA. La
disolucién estandar de trabajo obtenida teniaisentes concentraciones: 2,5 umol/L ADMA y
SDMA, 1 pmol/L NMMA. Se prepararon alicuotas de #00que se conservaron congeladas G20

El estandar interno se prepar6 diluyendo 250 pdisteucion 400 umol/L de N-PLA en PBS,
llevando la disolucion a un volumen de 10 mL en P&feniéndose una disolucion estandar interno

de 10 umol/L de N-PLA que se conservé congeladaienotas de 200 pL a -Z0.
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3.2.  Preparacion de las muestras

Se utilizaron cartuchos de extraccion (MCX, Oasig)acondicionamiento previo y todos los
pasos de lavado y elucion se llevaron a cabo cotbaale vacio.

Una solucién consistente en 200 pL de suero, 108euéstandar interno y 700 pl de PBS se
hace pasar a través del cartucho y a continuaeigeadizan 2 lavados sucesivos con 1 mL de 4cido
clorhidrico 0,1M y 1 mL de metanol, respectivamenhte posterior elucién de los analitos se lleva a
cabo con 1 mL de la disolucién de elucion (TEA% 8n una disolucién metanol:agua 65:35) que se
prepara diariamente. El eluato se seca’@ &h corriente de aire (12 litros/min) en un evagdor,
hasta obtener un extracto seco que se reconstituy00 pL de agua y se agita en un vortex hasta su
total disolucién. Se mezclan 50 L de esta dis6lucion 50 pL del tampdn borato suministrado con
el kit comercial y 10 uL de reactivo de derivatibacpreviamente reconstituido. Se agita durante 1

minuto y la mezcla de reaccion se introduce direetge en los viales del inyector.
3.3.  Separacién cromatogrdfica

Utilizando una columna de fase reversa, se pusmeun método de separacion en gradiente
a temperatura ambiente, a un flujo de 1mL/min da fase movil, previamente filtrada con una
membrana de 0,22 umol/L (Millipore Bedford, USApnsistente en acetato sédico 0,1M pH 6,00

(eluyente A) y acetonitrilo 100% (eluyente B), sedgis proporciones que se muestran a continuacion:

e 0-10 min: 94% de Ay 6% de B.

e 10-21 min: 92% de Ay 8% de B.
e 21-31 min: 74% de Ay 26% de B.
e 31-38 min: 94% de Ay 6% de B.

Se inyectan 20 pL de la mezcla de reaccion antgrlarseparacion se monitoriza mediante

deteccion fluorescente a una longitud de onda digaeion de 250 nm y de emision de 395 nm.

5. Arginina y citrulina

El estudio de L-arginina y L-citrulina se incluyeerdro del andlisis completo de los
aminoacidos libres plasmaticos, mediante HPLC sa faversa en un cromatégrafo Breeze y segun el
procedimiento Pico Tag (Waters, Milford, MA, USA).

Brevemente, las muestras de plasma heparina sgewila partes iguales con un estandar
interno de metionina sulfona en HCI 0,1M y la mazsé desproteiniza mediante ultrafiltracion a
través de una membrana de celulosa regeneradao@dicrUItracel YM-10) con limite de peso

molecular 10.000, previamente acondicionada con(;V.
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Las muestras desproteinizadas y la disolucién @atéte trabajo se liofilizan a sequedad y se
derivatizan con PITC. La separacion en la columica-Pag se llevé a cabo mediante un gradiente
binario de los eluyentes 1y 2, a un flujo constate 1 mL/min y a 4€. La separacién se monitoriza

mediante deteccidn espectrofotométrica a 254 nm.

AN-hE

AEMA—RERRE— .
A

A Fia B b

= MM

N-PLA

& LA
s lr"l-_ll.
il i

LT

Imagen 19. Ejemplos de cromatogramas para la determinaciomel#argininas: (a) estdndar de NMMA (@Znol/L),
ADMA y SDMA (5 umol/L), y estandar interno N-PLA (40mol/L), (b) muestra de suero: NMMA( 0,22&ol/L; tg =27,2
min), ADMA (0,616 pmol/L; tr =28,6 min), SDMA (0,544imol/L; tr =29,0 min), estandar interno N-PLA (1@nol/L;
tz=31,4 min).NMMA; monometilarginina, ADMA, dimetilarginina asiétrica, SDMA; dimetilarginina simétrica, N-PLA,
N-propil arginina.
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V. Validacion analitica

La homocisteina y las metilargininas fueron andbizapor métodos adaptados y validados
para este trabajo por lo que se describen a cawiifn, de forma detallada, tanto los procedimientos

empleados para la validacion como las caracteafstinaliticas obtenidas.

1. Linealidad

Se realizaron diluciones de 8 alicuotas de un @ason adicion de volumenes crecientes de
una disolucion en PBS de 500 pumol/L de tHcy y 4Pngol/L de rHcy. Se llevé a cabo el mismo
estudio para las metilargininas, realizandose é&n @&sso diluciones de 5 alicuotas de un suero por
adicion de volumenes crecientes de una disoluabRES de 10 umol/L de ADMA y SDMA o 4
pumol/L de NMMA, respectivamente. Simultdneamengerepitieron ambos estudios sustituyendo las
muestras bioldgicas por tampén fosfato (PBS), ¢din e comprobar el paralelismo entre una matriz
acuosa y una muestra real. Los resultados se ranestrla Imagen 20 y la Imagen 21.

La linealidad del método para la determinacion a@drcisteina, se verificé hasta 250 pmol/L
para la tHcy y hasta 6,25 umol/L para rHcy.

En el método para la determinacién de metilarg®itelinealidad se verific6 hasta 1 umol/L
para el NMMA y hasta 2,5 umol/L para el ADMA y dDBIA.

Mediante un analisis de regresion lineal se eviauélacion entre las areas de los picos de las
homocisteinas, o las alturas en las metilargininéess concentraciones.

Para la tHcy y rHcy, la comparacion de las pend®ile las rectas obtenidas con la matriz
acuosa y la matriz plasmatica demostr6 un paraieliaceptable entre la disolucion acuosa y la
muestra real, descartandose asi un posible efettizig haciendo posible el empleo de disoluciones
estandar de trabajo acuosas. Sin embargo, no adarmismo con las metilargininas, por lo que en
este caso se utiliz6 como estandar de trabajo wzalande muestras de suepod@l) suplementado

con metilargininas por adicion de un volumen de soiacion estdndar acuosa.
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Imagen 20.Estudio de linealidad de la homocisteina en unaizn@uosa y en una matriz de muestra real. y: deéico
cromatografico, x: concentracion de homocisteinegeficiente de regresion.
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Imagen 21.Estudio de linealidad de las metilargininas en ma#iz acuosa y en una matriz de muestra reateg @del pico
cromatografico, x: concentracion de homocisteinegeficiente de regresion.
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2. Sensibilidad

Para evaluar la sensibilidad se procesaron cinancbk, consistentes en disoluciones de
tampon fosfato. Se estableci6 el limite de deteccaimo la cantidad que equivale a la media obtenida
mas 5 veces la desviacion causada por el ruidoraofdel blanco.

Los limites de deteccidn obtenidos para la detexoidm de la homocisteina fueron 0,47
umol/L para la tHecy y 0,007 umol/L para la rHcy.

El limite de deteccion obtenido para el NMMA fuaDumol/L y para el ADMA y SDMA
fue 0,03 umol/L.

3. Precision intraensayo e interensayo

Para la evaluacion de la precision intraensayajtiiearon dospoolesde muestras para la
tHcy y un Unicopool para la rHecy y los andlogos de la arginina. lpa®lesse conservaron en
alicuotas a -AT hasta el momento del andlisis. Se analizarorié@atas por duplicado. Cada pareja
se proceso en diferentes dias. La precision irdegense calcul6 a partir de las diferencias eose |
duplicados (D), como CV (%)=100 SH/donde SD=XD?%2n)"? y x es la media de los primeros

valores obtenidos de cada pat¥ja

Precision intraensayo Precision interensayo

Determinacion de homocisteina

Media CVintra Media CVintra Media CVinter Media CVinter
(umol/L) (%)  (umol/L) (%) (nmol/L) (%) (umol/L) (%)
tHcy 6,9 2,8 16,8 2,9 10,0 2,2 37,4 2,5
rHcy 0,24 4,1 0,24 16,0

Determinacion de metilargininas

Media CVintra Media CVinter
(umol/L) (%) (umol/L) (%)
NMMA 0,19 13,6 0,18 24,9
ADMA 0,56 3,8 0,52 8,6
SDMA 0,50 4,6 0,47 6,8

Tabla 6. Precision intra (Cly.) € interensayo (CM.) de los métodos cromatograficos. tHcy y rHcy:
homocisteina total y reducida; NMMA: monometilaigiys ADMA: dimetilarginina asimétrica; SDMA:
dimetilarginina simétrica.

En el estudio de la precision interensayo del neétpdra la determinacion de tHcy, se
emplearon controles comerciales Liquichek Homodyst€ontrol (BioRad Laboratories), valorados a
dos niveles de concentracion. Para las metilargiinpara la rHcy se utilizaron los primeros vaore
obtenidos en cada pareja del estudio de la precisitaensayo. Se evaluaron los resultados obtgnido

en 13 y 10 series analiticas procesadas en diémratias para las homocisteinas y metilargininas,
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respectivamente. La precision interensayo se @alcamo el CV(%)=100 SR/ donde SD es la
desviacién estandar (SBi&i-x)?/n) y x es la media de los resultados obtenidos.

En la Tabla 6 se muestran las concentracionessgmtdesy controles comerciales, asi como

los coeficientes de variacion obtenidos en la e@déun de la precisidn intraensayo e interensayo.

4. Recuperacion

Para realizar el estudio de recuperacion, se afiadidolumen de una solucién en PBS de
concentracién conocida a un volumenpid®l de suero o plasma, segun la magnitud a estudi®. La

concentraciones se analizaron por quintuplicadotan elpool como en la muestra enriquecida. Los
resultados del estudio de recuperacion se muestrenTabla 7.

Concentracion Concentraciéon Concentracion Recuperacion
muestra anadida total (%)
Determinacién de homocisteina (umol/L)

tHcy 7,77 £ 0,30 9,89 +0,13 17,92 £ 0,54 102,6
rHcy 0,58+ 0,01 3,77 0,07 4,33+0,08 96,2
Determinacién de metilargininas (umol/L)
NMMA 0,146 + 0,033 0,230 £ 0,023 0,351+ 0,025 89,2
ADMA 0,462 £ 0,011 0,685 + 0,039 1,092 £ 0,039 92,0
SDMA 0,470 + 0,047 0,663 0,032 1,062 + 0,091 89,2

Tabla 7. Recuperacion (%) obtenida como: (concentracion totaincentracion muestra)/concentracion anadidéorga

expresados como mediatSD de los replicados (n=8ky ty rHcy: homocisteina total y reducida; NMMA:
monometilarginina; ADMA: dimetilarginina asimétricADMA: dimetilarginina simétrica.

97






Correccion de la hemoconcentracion Material y ndé

VI. Correccion de la hemoconcentracion

Las concentraciones circulantes de los factoragliestos que se observan tras el ejercicio
deben ser corregidas para compensar los cambioscgueen en el volumen plasmatico. Los cambios
del volumen plasmatico se calcularon a partir devidores de hemoglobina y hematocrito, de acuerdo
a las formulas de Dill y CostifY".

El porcentaje de cambio se puede obtener a partasdformulas que figuran en la Tabla 8.

Antes del ejercicio (pre) Después del ejercicims{p
Volumen de sangre VSpre = 100% VSpost = VSpre * <:§:::t>
Volumen de células VCpre = VSpre * (Hfgpore ) VCpost = VSpost * (Hit(;’(‘)’“)
Volumen de plasma VPpre = VSpre — VCpre VPpost = VSpost — VCpost
Cambio en el volumen de sangre (%) AVS (%) = 100 = W

p

Cambio en el volumen de células (%) AVC (%) =100 = (VC%;:}CWE)
Cambio en el volumen de plasma (%) AVP (%) = 100 = M

VPpyre

Tabla 8. Férmulas para la valoracion de los cambios de db@nenes circulanté¥. VS: volumen de sangre,
VC; volumen de células; VP; volumen de plasfiagambio; Hb; hemoglobina, Hct; hematocrito.
De acuerdo a la siguiente formula, obtenida trausditucion y reordenacion de los términos,

es posible corregir la concentracion o diluciénplabma tras la prueba de esfuerzo.

Hbpre (100 — Hetpost)

AVP (%) = 100 * Hbpost (100 — Hetpre)

Las concentraciones de las distintas magnitudelizadas tras la realizacién de la prueba
fisica fueron corregidas individualmente de acuerdsta formula para compensar las variaciones de
volumen.
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VII. Analisis estadistico de los datos

Las variables cuantitativas principales son lascentraciones de los distintos FRC
estudiados, observadas antes y después de laaogatizde un esfuerzo fisico agudo, asi como la
variacion porcentual calculada tras el mismo. Ceoangables cualitativas se ha tenido cuenta el nivel
de entrenamiento, menor a comienzos de temporadaygr en época de competicion y el tipo de
ejercicio o deporte realizado.

La comprobacion de la normalidad de las distribuesode los datos se realiz6 mediante la
prueba de Shapiro-Wilk y la homocedasticidad sepcob® mediante el test de Levene. Para la
deteccion de valores atipicos o aberrantes sedili método de Tukéy. Los valores atipicos o
aberrantes de una distribucién normal o de unailisién previamente transformada a normal, son
aquellos valores mayores quessl,5(Rs P.5)] 0 menores que [R1,5(Rs Ps)], donde Bses el
percentil 25 y Rees el percentil 75.

Las variables cuantitativas con distribucion norslexpresaron mediante la mediazSEM
(error estandar de la media, SBY. En las variables en las que la distribuciéner® normal, se
emplearon como descriptivos la mediana y la amgplittercuartilica.

Para evitar confusion con los términos empleadda dascripcion de los resultados obtenidos

se ha realizado la siguiente simplificacion de deinaciones:

» efecto del ejercicio fisico agude ejercicio
» efecto del nivel de entrenamientotemporada

» efecto del tipo de ejercicio realizado deporte

Para evaluar el efecto del ejercicio agudo y luénrfcia del nivel de entrenamiento y del tipo
de ejercicio se ha aplicado un Modelo Lineal Gdraganedidas repetidas (ANOVA de tres factores
con medidas repetidas). Las comparaciones a pwstsee llevaron a cabo mediante la prueba t de
Student de datos apareados. De esta forma searaltuduatro estadisticG% que responden a los

siguientes planteamientos:

* Factor principal
o Efecto del ejercicio agudo sobre el FRC estudié“ﬂajgrcicio).
* Interacciones entre los factores
o Diferencias en el efecto del ejercicio agudo sadrERC segun el nivel de
entrenamiento’{Fejercicio x temporada
o Diferencias en el efecto del ejercicio agudo sadréRC segun el tipo de

ejercicio EWFejercicio x deport-
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o El tipo de deporte modifica el efecto del entrerarto sobre la variacion de

ese FRC con el gjercicio agucft‘fﬁejercicio x temporada x depojie

Para evaluar el efecto del nivel de entrenamientielotipo de deporte en los valores pre-
ejercicio, se llevd a cabo un Modelo Lineal Genemivariante (ANOVA de dos factores), que

proporciona tres estadisticd® que responden al planteamiento:

» Efecto del nivel de entrenamiento sobre las conaeioines pre-ejercici&“a:temporad;.
» Efecto del tipo de deporte sobre las concentrasipneejercicioz(’VFdepong.
» Eltipo de deporte modifica el efecto del entrersanto sobre las concentraciones pre-

ejercicio GWFtemporada X depor)e

Para estudiar la asociaciéon existente entre Idsidis FRC estudiados, se realizaron analisis
de correlacion de acuerdo a la distribucion devidables implicadas; en distribucion normal se
calculo el coeficiente de correlacion lineal derBea (r), en distribucion no normal se calculé el
coeficiente de correlacion de Spearman (rho).

En las pruebas estadisticas, se consideraron iveesnde significacion de p<0,05; p<0,01y
p<0,001. El analisis estadistico fue realizado elopaquete estadistico SPSS para Windows, version
11.0 (SPSS Inc., Chicago, EEUU).
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Correccion de la hemoconcentracion Resultados

I. Correccion de la hemoconcentracion

En el ejercicio fisico agudo se produce una deatddion con la consecuente disminucion del
volumen de plasma. Secundariamente se produceegpaesta hipervolémica debida a la salida de
agua intracelular, que puede observarse desde mimgos a unas horas tras la finalizacion del
ejercicio. Por tanto, las concentraciones de lsntths magnitudes bioquimicas tras la realizadén
la prueba fisica fueron corregidas individualmetgeacuerdo a las formulas de Dill y Codtillsegin
su hemoconcentracion o hemodilucion. Para elloutdezaron los datos correspondientes a la
concentracion de hemoglobina y al hematocrito qrenjien estimar el porcentaje del cambio en el

volumen de plasma, sangre o células.

% Variacion del volumen de plasma % Variacion del volumen de sangre
25 25
20 20
15 15
3
0| 4 o 3 10 ) d
I i s i
= 5| 4 3 ~ 5
X ; S i
g-: 0 o ‘_; S 0 3 4 2 Ciclistas temporada baja
00 i I T
-5 3 S < 5 # Ciclistas temporada alta
J
-10 8 -10
# Piragiiistas temporada baja
-15 -15
20 20 ¥ Piragiiistas temporada alta

Imagen 22.Variacion porcentual (%) de los volimenes de plagiwv®) y sangreAVS), tras la prueba de esfuerzo.

A los 30 minutos tras la finalizacion del ejercis® encontré un predominio de hemodilucion
en plasma. El 66,7% de los piraguistas y el 65,8%0d ciclistas presentaron hemodilucion en ese
momento. En la Imagen 22 se muestran las variegipoecentuales de los volumenes de plasma y
sangre obtenidos para los deportistas a lasb 3Dinutos tras las distintas pruebas de esfuerzo
realizadas a lo largo del periodo de estudio.

Los porcentajes de variacion medios observados |ewlamen de plasma son de un
3,70+7,05% en los ciclistas y de un 2,76+5,97%osmpiraguistas. Las diferencias en los porcentajes
de variacion entre ambos grupos no son estadigit@nsignificativas (Imagen 23). El porcentaje de
variacion medio del volumen de plasma en las paugbkalizadas en temporada baja es de un
4,83+5,79%, mientras que en temporada alta fudfisiativamente menor (1,68+7,31%; p<0,05).
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30,009 30,00
p<0,05

20,009 20,00+
— —
§ 10,00 § 10,004
© @
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S 0,001 S 0,009
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[} [}
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= E]
S E
= -10,004 = -10,00+4
3 S
S S
T T
£ -
S 20,00 . . < 2000

N= 3 27 N= 39 31
Ciclistas Piragiiistas Baja Alta
Deporte Temporada

Imagen 23.Diagramas de caja que representan la variaciorolienen de plasma con el ejercicio agudo,
agrupados por deporte y temporada.
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II. Parametros bioquimicos generales

Con la finalidad de conocer los cambios producidosel metabolismo de glicidos y
proteinas, asi como, de la funcién renal, se exanminlas variaciones provocadas por el ejercicio
agudo y por el entrenamiento en las concentracipieessmaticas de las magnitudes bioquimicas
relacionadas, las cuales se muestran a continu@aa 9). Las alicuotas de suero correspondientes
a 8 de los ciclistas en temporada alta resultarsuficientes para realizar el andlisis de las ntades

correspondientes a este grupo.

Temporada Temporada
Baja Alta Baja Alta
Glucosa 2 Pre 81+1 711 85+1 80+2
(mg/dL) Post 96+5 75%5 97+4 86+5
% 17,9%5,2 6,0+£7,0 16,1+5,4 7,9+6,7
n=15 n=10 n=14 n=13
Urea?2 Pre 37+2 51+3 352 322
(mg/dL) Post 39+2 54+3 37+2 33+2
% 5,0%2,7 7,7+£6,2 5,0£2,6 6,6+3,6
n=15 n=10 n=14 n=13
Creatininaaxb Pre 1,01%£0,02 1,06+0,02 0,99+0,03 1,04+0,03
(mg/dL) Post 1,24+0,02 1,20+0,05 1,22+0,05 1,18+0,03
% 22,9+2,2 13,3%£4,0 22,8+3,1 13,61£2,4
n=15 n=10 n=14 n=13
Urato 2 Pre 5,1%£0,1 5,1+£0,4 5,5%0,2 5,9%0,2
(mg/dL) Post 7,0+0,2 6,5£0,4 7,7+0,4 7,6+0,4
% 37,7+3,4 28,1+5,9 39,9+5,0 30,3+6,4
n=15 n=10 n=14 n=13
Proteinas 2 Pre 7,7+0,1 7,1+0,2 7,1+0,1 6,9+0,1
totales Post 8,3+0,1 7,7%0,2 7,7+0,1 7,4+0,2
(g/dL) % 7,8+£1,0 6,3+1,2 8,7+1,0 7,3+1,4
n=15 n=10 n=14 n=13
Albtiimina 2 Pre 4,7+0,1 4,4+0,1 4,4+0,1 4,3+0,1
(g/dL) Post 5,0£0,1 4,7+0,1 4,8+0,1 4,6+0,1
% 7,5+1,1 6,8+1,8 8,2+1,2 5,8+1,5
n=15 n=10 n=14 n=13

Tabla 9. Concentraciones pre y post-ejercicio agudo y poajesntde variacion. Datos expresados como

mediatSEM. Niveles post-gjercicio corregidos paemadilucion-concentracion. Efectos significativos
p<0,05 (ANOVA de 3 factores): (a) ejercicio y (dxinteraccion ejercicio x temporada.

De acuerdo a un ANOVA de 3 factores para el efeciacipal del ejercicio y las posibles
interacciones, el ejercicio fisico agudo produjanaremento de los niveles medios de las magnitudes

analizadas (Tabla 9). Este incremento fue indepatelidel deporte y del momento de la temporada,
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salvo en el caso de la creatinina. En temporada ddapcremento medio de la creatinina fue mayor

que en temporada alta (Imagen 24).

Creatinina (mg/dL) Creatinina (mg/dL)
1,3 1,3
3WFejerciciUxtempurada = 175,4-4-9
p<0,01
1,2 1,2
1,1 1,1
1 1
0,9 0,9
Pre Post Pre Post
=®=Temporada baja =@=Temporada alta =@ Ciclistas =@=Piraglistas

Imagen 24.Variaciones de la concentracion mediatSEM de ariggticon el ejercicio agudo en funcion de la teragar
de entrenamiento (baja n=29, alta n=23) y el depitlistas n=25, piraglistas n=27). Efecto sigativo (ANOVA de
3 factores) interaccidn ejercicio x temporada.

De acuerdo a un ANOVA de 2 factores para los efeptincipales deporte y temporada
(Imagen 25 ), en el momento de la temporada comayor nivel de entrenamiento, los deportistas
muestran una disminucion significativa de las cotregiones basales de glucosa (8,3%) proteinas
totales (6,0%) y albumina (4,4%). Por otra pams, piragliistas mostraron concentraciones basales
significativamente mas elevadas de glucosa (6,9%ntnas que en los ciclistas se observaron
concentraciones mas elevadas de proteinas tofed@s)(y de albumina (3,8%). El entrenamiento y el
tipo de deporte no ejercian ningun efecto sigrtificasobre las concentraciones pre-ejercicio de

creatinina, ureay urato.
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Glucosa pre (mg/dL) Urato pre (mg/dL)

7,0
%0 ZWFLempomda =27,948

85 6,5
6,0
80
5,5 :
75 a 1
2Fdeporte = 19,471 5,0 o '
p < 0,001
70 4,5
65 4,0
Temporada baja Temporada alta Temporada baja Temporada alta
==@==Ciclistas ==@==Piraglistas =@ Ciclistas ==@==Piragliistas
Creatinina pre (mg/dL) Urea pre (mg/dL)
1,10 60
50
1,05
40
1,00 =
30 ‘
0,95 20
Temporada baja Temporada alta Temporada baja Temporada alta
e=@== Ciclistas «=@==Piraglistas ==@==_Ciclistas ==@==Piraglistas
Proteinas totales pre (g/dL) Albdimina pre (g/dL)
8,0 4,8
’ 2 tomporada = 13,771 ’ 2WF tomporada = 9,727
7,8 T p<0,01 47 T p<0,01
7,6
! 4,6
7,4
4,5
7.2
7.0 K 4,4
ZWFdeporte =12,481 43 ZWFdepor[e =5,784
6.8 p<0,01 I " p<005
6,6 4,2
Temporada baja Temporada alta Temporada baja Temporada alta
e=@==Ciclistas «=@==Piraglistas e=@==Ciclistas e=@==Piraglistas

Imagen 25.Variaciones de las concentraciones medias+SEM detées prueba de esfuerzo, en temporada baja (1y=29)
alta (n=23), separados por deporte (ciclistas npR&guistas n=27). Significacion de la prueba ANOYE 2 factores.
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II1. Marcadores bioquimicos de riesgo cardiovascular

1. Lipidos

Para valorar los cambios producidos en los mareadaretabdlicos de tipo lipidico, se
estudiaron las variaciones producidas por el eercagudo y por el entrenamiento en las
concentraciones séricas (Tabla 10). Las alicuotasuéro correspondientes a 8 de los ciclistas en

temporada alta resultaron insuficientes para r&adizanalisis de las apolipoproteinas y Ip(a).

Temporada Temporada
Baja Alta Baja Alta
Colesterol total 2 Pre 1706 1484 158+8 146112
(mg/dL) Post 181z%6 15614 164+8 155+12
% 6,42+1,20 4,94%1,0 4,27+1,14 6,74+1,74
n=15 n=18 n=14 n=13
cHDL?A Pre 69%3 6412 60+4 51+2
(mg/dL) Post 72+3 68+2 63+4 54+3
% 4,14+1,68 5,35+1,18 5,36+1,34 3,13+2,12
n=15 n=18 n=14 n=13
cLDL Pre 856 72£5 856 72+6
(mg/dL) Post 87+7 735 84+6 725
% 2,31%2,64 0,27+1,95 -0,65+1,95 -1,13+£1,42
n=15 n=18 n=14 n=13
ApoA?2 Pre 171%6 16317 159+7 1435
(mg/dL) Post 206%7 197+6 183+7 16415
% 19,61+3,15 21,58+3,45 15,86+2,89 15,06+1,65
n=15 n=10 n=14 n=13
ApoB=a Pre 56%3 46+3 605 48+3
(mg/dL) Post 65+4 55+5 68+6 51+3
% 15,95+4,11 17,92+5,65 14,11+5,17 5,62+2,91
n=15 n=10 n=14 n=13
Lp(a) Pre 195 1745 33+12 32+12
(mg/dL) Post 18+4 1745 30+£12 3012
% -521+7,72 2,44+8,33 -4,03+9,02 -6,76+8,18
n=15 n=10 n=14 n=13
Triglicéridos2x¢ Pre 66+10 57+3 52+7 67+9
(mg/dL) Post 8311 76+12 76x11 110x16
% 29,49+9,96 33,94+13,22 42,76+6,15 78,94+22,10
n=15 n=18 n=14 n=13

Tabla 10. Concentraciones pre y post-ejercicio agudo y poajesitde variacion. Datos expresados como
mediatSEM. Niveles post-ejercicio corregidos paemabdilucién-concentracion. Efectos significativos
p<0,05 (ANOVA de 3 factores): (a) ejercicio, (a)xrteraccion ejercicio x deporte.
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Segun un ANOVA de 3 factores para el efecto pricigel ejercicio y las posibles
interacciones, las concentraciones de colestetal, wHDL, apoA y apoB se incrementaron con el
ejercicio agudo. Este incremento fue independidetedeporte y del momento de la temporada. Las
concentraciones de cLDL y Ip(a) no se modificabanfarma significativa con el ejercicio agudo
(Tabla 10).

La concentracion de triglicéridos (Imagen 26) seamentd con el ejercicio agudo de forma

mas acusada en los piraguistas que en los ciclistas

Triglicéridos (mg/dL) Triglicéridos (mg/dL)
100 100
3WFejerciciu xdeporte = 5,156
p <005
90 90
80 80
70 70
60 60
50 50
Pre Post Pre Post
=®=Temporada baja =@=Temporada alta =@®=Ciclistas =@=Piraguistas

Imagen 26. Variaciones de la concentracién mediatSEM de tdgidos con el ejercicio agudo en funcion de la
temporada de entrenamiento (baja n=29, alta n=3l)deporte (ciclistas n=33, piraglistas n=27) ckfesignificativo
(ANOVA de 3 factores) interaccion ejercicio x degor

Segun un ANOVA de 2 factores para los efectos jpahes deporte y temporada y su
interaccion (Imagen 27), en el momento de la teagsrcon mayor nivel de entrenamiento, los
deportistas muestran una disminucion significatlealas concentraciones basales de colesterol total
(12,1%), cLDL (19,0%), y apoB (19,8%). Por otratpafdos ciclistas mostraron concentraciones
basales significativamente méas elevadas de cHDI4¥d6y apoA (14,4%) que los piraglistas. El
entrenamiento y el tipo de deporte no ejercianimngfecto significativo sobre las concentraciones

pre-ejercicio de Ip(a) y triglicéridos.
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Imagen 27. Variaciones de las concentraciones mediastSEM atéeda prueba de esfuerzo, en
temporada baja (n=29) y alta (colesterol, cHDL, tLytriglicéridos n=31; apoA, apoB y Ip(a) n=23),
separados por deporte (ciclistas: colesterol, cHRDOL y triglicéridos n=33; apoA, apoB y Ip(a) n=25;

piraguistas n=27). Significacién de la prueba ANON&2 factores.
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2. Proteina C reactiva

Se ha valorado el efecto del ejercicio sobre urcatr de inflamacién sistémica, como es la
la PCR ultrasensible. En los resultados obtenidasbserva que el ejercicio fisico agudo produce una
respuesta inflamatoria transitoria que el entrepatuitiende a atenuar. A continuacion se muestran
los resultados obtenidos (Tabla 11).

Ciclistas Piragiiistas

Temporada Temporada
Baja (n=15) Alta (n=17) Baja (n=13) Alta (n=13)
PCR ultrasensible Pre 0,82;1,14 1,74; 1,66 0,33;0,15 0,33;0,57
(mg/L) axb Post 0,90; 1,17 1,68;1,72 0,36;0,15 0,32; 0,46
% 591+1,59 -3,17+£2,97 7,38+2,76 -3,90+4,17

Tabla 11. PCR ultrasensible pre y post-gjercicio agudo y pugjes de variacion. Datos expresados como
mediana;amplitud intercuartilica o mediatSEM. Néglpost-ejercicio corregidos para hemodilucién-
concentracion. Efectos significativos (ANOVA deias): (a x b) interaccién ejercicio x temporada.

La distribucién de datos de las concentracioneP@Rus reflejaba un caracter exponencial
por lo que se realizd una transformacion logarianpicevia al ANOVA. Se excluyeron del andlisis un
resultado aberrante en los ciclistas en temporsad atro en los piraguistas en temporada bajdaDa
la magnitud de los valores excluidos (22,67 mg/d,30 mg/dL, respectivamente) posiblemente esas
elevadas concentraciones estuviesen relacionadasalguin proceso inflamatorio o infeccioso
subyacente.

Del andlisis del efecto principal del ejercicio &sl|posibles interacciones mediante un
ANOVA de 3 factores se deduce que el ejercici@disigudo producia un incremento en la PCRus en
el periodo de entrenamientos de baja intensidadefecto que desaparecia en el momento de la
temporada de entrenamientos de elevada intensided)én 28). En temporada baja la PCRus se
elevaba con el ejercicio agudo un 6,59+1,52%.

De acuerdo a un ANOVA de 2 factores para los efeptoncipales deporte y temporada, los
ciclistas mostraban concentraciones basales de $#GRmificativamente mas elevadas que los
piraglistas (Imagen 29) a lo largo de toda la teagim
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PCR ultrasensible (mg/L) PCR ultrasensible (mg/L)

2,60 2,60

3'V‘/Fejerciciox::empamda e 10,410

p<0,01
1,60 1,60

o
—o

0,60 0,60

Pre Post Pre Post
-0,40 -0,40

=®=Temporada baja =@=Temporada alta =®=Ciclistas =@=Piragiistas

Imagen 28.Variaciones de la mediana y amplitud intercuatilite proteina C reactiva ultrasensible con el ejerci
agudo en funcion de la temporada de entrenamibafa (=28, alta n=30) y el deporte (ciclistas n¥8&aguistas n=26).
Efecto significativo (ANOVA de 3 factores) intera@a ejercicio x temporada.

PCR ultrasensible pre (mg/L)

3,00
ZWFdeporLe = 25,854
p < 0,001
2,00
1,00
0,00

Temporada baja Temporada alta

==@==Ciclistas ==@==Piraglistas

Imagen 29. Variaciones de las medianas y amplitud interdizatide las concentraciones de PCR
ultrasensible antes de la prueba de esfuerzo,ngporada baja (n=28) y alta (n=30), separados poortk
(ciclistas n=32; piraguistas n=26). Significacid@ld prueba ANOVA de 2 factores.
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3. Homocisteina

Se evalué indirectamente el efecto producido pejezticio en los procesos relacionados con
el estrés oxidativo a través de la homocisteinga BHo, se estudiaron las modificaciones que se
producen en el equilibrio redox de la homocist&io@o consecuencia de la realizacion de ejercicio
fisico reflejadas en las concentraciones de lamder moleculares reducidas y oxidadas de la
homocisteina plasmatica.

Temporada Temporada
Baja Alta Baja Alta
rHcy 2 Pre 0,149+0,006 0,165+0,010 0,182+0,013 0,165+0,008
(pmol/L) Post 0,167+0,006 0,179+0,009 0,197+0,013 0,167+0,008
% 12,23+ 2,27 9,2+ 4,65 8,87+2,35 2,67+4,17
n=15 n=18 n=14 n=13
tHcy 2 Pre 6,68+0,27 6,25+0,30 6,97+0,44 6,81+0,33
(pmol/L) Post 7,87+0,33 7,29+0,43 8,16+0,48 7,34+0,48
% 18,19+ 2,45 16,41+ 3,38 17,19+1,74 7,00+£3,03
n=15 n=18 n=14 n=13
rHcy/tHcy 2 Pre 0,023; 0,003 0,027; 0,009 0,028;0,010 0,021; 0,008
Post 0,021; 0,002 0,025; 0,006 0,026; 0,008 0,023;0,007
% -4,61+£2,43 -5,91+3,13 -7,05+£1,65 -5,71+2,20
n=15 n=18 n=14 n=13

Tabla 12. Homocisteina pre y post-ejercicio agudo y porcestaje variacion. Datos expresados como
mediana;amplitud intercuartilica o mediatSEM. Neselpost-ejercicio corregidos para hemodilucién-
concentracion. Efecto significativo p<0,05 (ANOVAe B factores): (a) ejercicio. rHcy; homocisteina
reducida, tHcy; homocisteina total, rHcy/tHcy; haisteina reducida/total.

El andlisis de los resultados mediante un ANOVA3dactores para el efecto principal del
ejercicio y las posibles interacciones (Tabla 12)estra que el ejercicio fisico agudo produjo un
incremento de la concentracién de homocisteingy tamsu forma reducida como en su concentracion
total (Imagen 30). Para evaluar las modificaciotelsequilibrio redox debidas al ejercicio fisico se
calcularon los ratios entre la concentracion deftamas reducidas y la concentracion total de
homocisteina (rHcy/tHcy). El ejercicio agudo producuna disminucion del ratio que era

independiente del deporte y de la temporada (TEbkImagen 30).
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Homocisteina reducida (umol/L) Homocisteina reducida (umol/L)
0,200 0,200
0,190 0,190 T
0,180 0,180 /
0,170 0,170
0,160 0,160
0,150 0,150
Pre Post Pre Post
=@=Temporada baja =@=Temporada alta =@=Ciclistas =@=Piraglistas
Homocisteina total (umol/L) Homocisteina total (umol/L)
8,50 8,50
8,00 8,00
7,50 7,50
7,00 7,00
Il
6,50 6,50
6,00 6,00
Pre Post Pre Post
=®=Temporada baja =@=Temporada alta =@=Ciclistas =@=Piraguistas
Homocisteina reducida/total Homocisteina reducida/total
0,033 0,033
0,031 0,031
0,029 0,029 1
0,027 0,027
0,025 0,025
0,023 0,023
0,021 0,021
0,019 0,019
0,017 0,017
0,015 0,015
Pre Post Pre Post
=@®=Temporada baja =@=Temporada alta =@®=C(Ciclistas =@=Piragiistas

Imagen 30.Variaciones de la concentracion mediatSEM o mediaaaplitud intercuartilica de homocisteina con el
gjercicio agudo en funcion de la temporada de eatniento (baja n=29, alta n=31) y el deporte (sigf n=33,
piraguistas n=27).

Un ANOVA de 2 factores para los efectos principaleporte y temporada y su interaccion,
demostré que el entrenamiento y el tipo de depodeejercian efecto significativo sobre las
concentraciones pre-ejercicio de rHcy, tHcy (Imagd). Sin embargo, mientras que el ratio
rHcy/tHcy pre-ejercicio se eleva significativamerge los ciclistas en temporada alta, se reduce

ligeramente en los piraguistas sin alcanzar siagfon estadistica.
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Homocisteina
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0,20
0,19
0,18
0,17
0,16
0,15
0,14
0,13

Homocisteina reducida pre (umol/L)

Temporada baja

==@==Ciclistas

Homocisteina total pre (umol/L)

7,6
7,4
7,2
7,0
6,8
6,6
6,4
6,2
6,0
5,8

Temporada alta Temporada baja Temporada alta

==@==DPiraglistas ==@==Ciclistas ==@==Piraglistas

0,035

0,030

0,025

0,020

0,015

Homocisteina reducida/total pre

ZWFdeporte X temporada = 7,2 35

p < 0,01

Temporada baja Temporada alta

==@==Ciclistas ==@==Piragiiistas

Imagen 31. Variaciones de las concentraciones mediastSEM deotigteina y medianas y amplitud
intercuartilica de homocisteina reducida/totaltemporada baja (n=29) y alta (n=31), separadosipporte
(ciclistas n=33; piraguistas n=27). Significacid@ld prueba ANOVA de 2 factores.
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4,

Oxido nitrico

Se examinaron las variaciones provocadas por i@ agudo y por el entrenamiento en las

concentraciones circulantes de NO que reflejarasurstariamente los efectos en la funcion

vasodilatadora endotelial, las cuales se muestiaa @abla 13. Un ANOVA de 3 factores para el

efecto principal del ejercicio y las posibles iamgiones, muestra que el ejercicio fisico agudo

producia un incremento de los niveles medios dg W@Que este incremento era independiente del

deporte y del momento de la temporada.

Cabe destacar que en los ciclistas este efectagpanés notable en temporada alta mientras

que en los piraguistas se reduce considerablemsirteembargo, estas diferencias no alcanza

significacion estadistica (Imagen 32).

NOxa
(wmol/L)

Temporada
Baja (n=15)

Pre 40,1+£3,7
Post 59,6+6,2
% 60,23+£20,01

Alta (n=18)

41,3+3,8
73,1+4,7
89,89+14,95

Temporada
Baja (n=14) Alta (n=13)
43,8+4,8 42,8+1,3
63,3+£3,8 57,4%3,3
51,69+8,56 35,19+7,91

Tabla 13.Oxido nitrico expresado como concentracion de toigrg nitritos (NQ) pre y post-ejercicio agudo
y porcentajes de variacion. Datos expresados comdiasSEM. Niveles post-ejercicio corregidos para
hemoadilucion-concentracion. Efecto significativadpds (ANOVA de 3 factores): (a) ejercicio.

75,00

65,00

55,00

45,00

35,00

Pre

NO, (umol/L)

Post

=@—Temporada baja  =@=Temporada alta

75,00

65,00

55,00

45,00

35,00

Pre

=@=Ciclistas =@=Piraguistas

NO, (umol/L)

Post

Imagen 32.Variaciones de la concentracién mediatSEM de Oriitiaco expresadas como nitratos y nitritos (NEn
el ejercicio agudo en funcién de la temporada deeeamiento (baja n=29, alta n=31) y el deporteligtas n=33,
piraguistas n=27).
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De acuerdo a un analisis mediante ANOVA de 2 fast@ara los efectos principales deporte
y temporada y su interaccion, el entrenamiento fpel de deporte no ejercian efecto significativo

sobre las concentraciones pre-ejercicio de NO (ém&3).

NOy pre (umol/L)

50,00

45,00 T

40,00

35,00
Temporada baja Temporada alta

=@==_Ciclistas «==@==Piraglistas

Imagen 33.Variaciones de las concentraciones mediastSEM aletda prueba de esfuerzo, en temporada
baja (n=29) y alta (n=31), separados por depoitéistas n=33; piraglistas n=27).
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5. Metilargininas

Con el objetivo de conocer los cambios producidoslenetabolismo de las metilargininas, se
estudiaron las variaciones provocadas por el ejercagudo y por el entrenamiento en las
concentraciones plasmaticas del ADMA y de otrasilangininas, asi como, de sus metabolitos
relacionados y de los ratios arginina/ADMA y ADMAJBIA, las cuales se muestran en la Tabla 14.
Las alicuotas de suero correspondientes a 8 dadistas en temporada alta resultaron insuficente

para realizar el andlisis de los metabolitos de gstpo.

Temporada Temporada
Baja Alta Baja Alta
L-argininaaxc Pre 51,8+2,8 48,7+3,2 69,5+3,5 47,8+3,4
(umol/L) Post 61,2+5,6 59,7+5,6 81,9+4,9 71,6+3,4
% 19,78; 33,08 17,24 ; 55,58 14,63; 16,42 40,84 ; 60,75
n=15 n=10 n=14 n=13
L-citrulina 2 Pre 30,1+1,1 27,3+1,6 37,6+1,5 30,8+1,4
(umol/L) Post 34,5+2,2 30,0£2,4 39,3+1,8 35,7+1,8
% 12,08; 29,15 8,82; 15,75 3,51;15,81 15,71; 23,77
n=15 n=10 n=14 n=13
NMMA Pre 0,184+0,022 0,185+0,007 0,155+0,019 0,173+0,010
(umol/L) Post 0,204+0,025 0,192+0,010 0,166+0,013 0,192+0,012
% 20,17+12,10 4,23+4,81 22,51+16,94 14,23+£8,22
n=15 n=10 n=14 n=13
ADMA Pre 0,553+0,026 0,514+0,019 0,573+0,025 0,468+0,018
(pmol/L) Post 0,573+0,026 0,540+0,035 0,597+0,020 0,485+0,022
% 5,10+5,34 4,59+3,98 6,66+ 6,94 3,82+3,19
n=15 n=10 n=14 n=13
SDMA=a Pre 0,538+0,025 0,487+0,021 0,576+0,030 0,467 £0,022
(pmol/L) Post 0,583+0,027 0,576+0,032 0,637+0,036 0,483+0,013
% 10,76+5,71 18,12+3,52 12,49+7,20 6,96+4,62
n=15 n=10 n=14 n=13
ADMA/SDMA-a Pre 1,038+0,043 1,059+0,022 1,008+ 0,042 1,018+ 0,041
Post 0,989+0,031 0,937+£0,027 0,955+0,043 1,001+0,037
% -0,05+0,02 -0,12+0,02 -0,04+ 0,04 -0,01+£0,02
n=15 n=10 n=14 n=13
Arginina/ADMA axc Pre 97,0+7,6 95,2+8,3 129,3+8,7 100,5+6,1
Post 108,3+11,3 107,8+7,4 150,5+6,9 151,0+4,8
% 14,65+8,10 16,15+7,93 21,63+9,11 55,79+9,26
n=15 n=10 n=14 n=13

Tabla 14. Concentraciones pre y post-ejercicio agudo y poajestde variacion. Datos expresados como
mediatSEM y mediana y amplitud intercuartilica. &lés post-ejercicio corregidos para hemodilucion-
concentracion. Efectos significativos p<0,05 (ANO\& 3 factores): (a) ejercicio, (a x c) interaccion

ejercicio x deporte. NMMA; monometilarginina, ADMAlimetilarginina asimétrica, SDMA, dimetilarginina

simétrica.
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El estudio mediante un ANOVA de 3 factores del ®fgrincipal del ejercicio y las posibles
interacciones mostro que el ejercicio fisico agpamucia un incremento de los niveles medios de L-
arginina, L-citrulina, SDMA y arginina/ADMA y unaigiinucion del ratio ADMA/SDMA. Estas
variaciones fueron independientes del deporte ynehento de la temporada para L-citrulina, SDMA
y el ADMA/SDMA, no asi en la L-arginina y el ratéwginina/ADMA (Tabla 14, Imagen 34 e Imagen
35). En los piraguistas el incremento medio denlesles de L-arginina (35,3+6,4%) con el ejercicio
agudo fue mayor significativamente que en los stiati (19,6+6,0%). La misma tendencia se observé
en el ratio arginina/ADMA, en el que se observdasnpiraglistas una elevacion significativamente
mayor del cociente con el ejercicio agudo (39,53,8e en los ciclistas (14,2+5,7%). El ejercicio

agudo no ejercia un efecto significativo sobrectazcentraciones de ADMA y NMMA.

L-arginina (umol/L) L-arginina (umol/L)

80,0 80,0
3WFejerciciu Xdeporte = 4,073

p<005

70,0 S 70,0
60,0 60,0
50,0 50,0
40,0 40,0
Pre Post Pre Post
=®=Temporada baja =@=Temporada alta =@=_Ciclistas =@=Piraguistas
L-citrulina (umol/L) L-citrulina (umol/L)
40,0 40,0
38,0 38,0
36,0 36,0
34,0 34,0
32,0 32,0
30,0 30,0
28,0 ¥ 28,0
Pre Post Pre Post
=®=Temporada baja =@=Temporada alta =®=Ciclistas =@=Piraglistas

Imagen 34.Variaciones de la concentracion mediatSEM de Lramgiy L-citrulina con el ejercicio agudo en funcide
la temporada de entrenamiento (baja n=29, alta ng2Bdeporte (ciclistas n=25, piraglistas n=Ef§cto significativo
(ANOVA de 3 factores) interaccion ejercicio x degor
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NMMA (pmol/L) NMMA (umol/L)
0,220 0,220
0,210 0,210
0,200 0,200
0,190 0,190 /l‘
0,180 0,180
0,170 0,170 I -
0,160 0,160
1
0,150 0,150
Pre Post Pre Post
=@—Temporada baja  =@=Temporada alta =@—Ciclistas =@=Piragiistas
ADMA (umol/L) ADMA (umol/L) SDMA (umol/L) SDMA (umol/L)
0,640 0,640 0,640 0,640
0,620 0,620 0,620 0,620
0,600 0,600 0,600 0,600
0,580 ./. 0,580 0,580 0,580
0,560 0,560 0,560 0,560
0,540 0,540 0,540 0,540
0,520 0,520 0,520 0,520
0,500 0,500 0,500 0,500
0,480 0,480 0,480 0,480
0,460 0,460 0,460 0,460
0,440 0,440 0,440 0,440
Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post
~®—Temporada baja =@=Temporada alta =®—Ciclistas =@ Piragiistas =®—Temporada baja =@=Temporada alta ~=®—C(Ciclistas =@ Piraguistas
ADMA/SDMA ADMA/SDMA Arginina/ADMA Arginina/ADMA
1,100 1,100 160,0 160,0
3""/1'—"ejercicio x deporte = 8, 175 i
150,0 150,0
p<0,01
1,050 1,050 140,0 140,0
130,0 130,0
1,000 1,000
120,0 120,0
0,950 0,950 1100 1100 &
100,0 100,0
0,900 0,900 90,0 90,0
Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post
=®=Temporada baja =@=Temporada alta =®=Ciclistas =@=Piragiistas =®=Temporada baja  =@=Temporada alta =®=Ciclistas =@=Piragiistas

Imagen 35.Variaciones de la concentracion mediatSEM de migtilanas y ratios relacionados con el ejerciciodagan funcion de la temporada de entrenamienta (=29, alta n=23) y
el deporte (ciclistas n=25, piragulistas n=27). #fesignificativo (ANOVA de 3 factores) interacciéfercicio x deporte.
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Se examinaron mediante un ANOVA de 2 factoresflestes principales deporte y temporada
y su interaccion (Imagen 36). En el momento detapbrada con un mayor nivel de entrenamiento,
los deportistas mostraban una disminucion sigrifiaade las concentraciones basales de L-arginina,
L-citrulina, ADMA y SDMA vy, en el caso de la L-argha esta disminucion era mas acusada en los
piraguistas que en los ciclistas. Por otra pads, diraglistas mostraron concentraciones basales
significativamente mas elevadas de L-arginina,ttutina, asi como, el ratio arginina/ADMA en los
dos momentos de la temporada. El entrenamientaiyoetle deporte no ejercian efectos significativos

sobre las concentraciones pre-ejercicio de NMMAgoeiente ADMA/SDMA.
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L-arginina pre (umol/L)

80,0
ZWFtemporada = 14,540
< 0,001
70,0 p
60,0
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Temporada baja Temporada alta
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0,200
0,160
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Temporada baja Temporada alta
«=@==Ciclistas ==@== Piraglistas
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0,450
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p <001
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p < 0,01

Temporada baja Temporada alta

==@=Ciclistas ==@==Piraglistas

ADMA pre (umol/L)

ZWFtempurada =9,202
p<0,01

Temporada baja Temporada alta

=@— Ciclistas ==@==Piragliistas

Arginina/ADMA pre

ZWFdepnrted 5,738
p <005

Temporada baja Temporada alta

e=@==Ciclistas ==@== Piraglistas

0,600

0,550

0,500

0,450

0,400

SDMA pre (umol/L)

ZWFtempurada =9,840

Temporada baja Temporada alta

==@==Ciclistas ==@==Piraglistas

Imagen 36. Variaciones de las concentraciones mediastSEM
antes de la prueba de esfuerzo, en temporada m=2®)(y alta
(n=23), separados por deporte (ciclistas n=25gfistas n=27).
Significacion de la prueba ANOVA de 2 factores.
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IV. Estudios de correlacion

1. Cambios con el ejercicio agudo

Se estudié el grado de asociacion de los cambmdupidos por el ejercicio en los niveles
circulantes de los marcadores estudiados, asi ceim@lacion con los de la funcion renal, la glacos
y las proteinasEn la Tabla 15 se muestran los resultados del simglara el grupo total de los
deportistas.

Ningun cambio producido por el ejercicio en los caalores de riesgo estudiados se
relacionaba con los cambios en las concentracis@esas de glucosa. Se observé una correlacion
global de las variaciones con el ejercicio agudtadmncentracion del colesterol total, el cHDlay |
apolipoproteinas con las de proteinas totalesinatma.

Como era de esperar, los cambios en los marcadustabdlicos de tipo lipidico se
relacionaban entre si. Asi, la elevacion de la eotmacion del colesterol total con el ejercicio dgu
se asociaba a una elevacion de la de cLDL y servaise también una asociacion positiva entre las
variaciones de la concentraciones de cHDL y de apeAtre las de cLDL y de apoB. Por otro lado,
se observaba una asociacion positiva entre laa@btnes séricas de cHDL y creatinina con la
elevacion de PCRus. Se observaba ademas una a&ogiasitiva estadisticamente significativa de
las variaciones de las concentraciones de apotipeipas con la homocisteina total y reducida.

En relacién al efecto del ejercicio sobre el mefiabw de los aminotioles, se observaba una
asociacion positiva entre el incremento plasmatetomocisteina total y reducida y el incremento de
creatinina. Se observaba ademas una asociaciatististmente significativa entre las elevaciones
producidas por el ejercicio en la concentraciémalmocisteina total y reducida y la elevacién sérica
de proteinas totales y albumina. Asi mismo, eleémanto en la rHcy plasmética correlacionaba con el
de la tHcy y con las variaciones del cociente rhtgy.

No se observaba relacion de los cambios produgido®! ejercicio en la concentracién de
NO con los observados en los marcadores de ladiuneinal y en las proteinas. Por otro lado, los
cambios producidos por el ejercicio en las metitangs no se relacionaban con los observados en las
proteinas seéricas, en los marcadores de la fun@deal y en los demas marcadores de riesgo
cardiovascular estudiados. En cambio, las variasi@m la concentracion de ADMA y SDMA con el
ejercicio se relacionaban entre si y con los reésmsccocientes arginina/ADMA y ADMA/SDMA,

pero no con las de los aminoacidos L-arginina ytilina.
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Variacién (%) A 5' % = =
Glucosa 1
Urea -0,135 1
Creatinina 0,262 -0,270 1
Urato 0,127 -0,172 0,560 1
Proteinas totales §§ 0,149 0,006 0,441 0,397 1
Albtimina 0,100 -0,069 0,490 0,481 0,902 1
Colesterol total §-0,174 -0,137 0,160 0,039 0,555 0,511 1
cHDL 0,219 0,028 0,281 0,219 0,655 0,716 0,192 1
cLDL 0,051 -0,191 0,095 -0,095 0,003 0,133 0,168 -0,025 1

Apolipoproteina A §§ 0,132 -0,079 0,234 0,163 0,360 0,433 0,110 0,459 0,239 1

ApolipoproteinaB §§ 0,249 -0,125 0,211 0,139 0,365 0,427 0,119 0,209 0,335 0,562 1
Lipoproteina (a) §§ 0,015 -0,097 -0,209 -0,121 -0,116 -0,016 -0,067 0,009 -0,051 0,232 0,165 1
Triglicéridos -0,06 0,000 -0,267 -0,256 -0,029 -0,173 0,10 -0,411 -0,202 -0,161 -0,246 0,09 1

PCRus 0,130 0,016 0457 0,246 0,279 0,219 0,239 0,429 -0,050 0,270 0,255 -0,137 -0,117 1
rHcy 0,151 -0,261 0,487 0,236 0,370 0,411 0,373 0,212 0,270 0,400 0,491 0,099 -0,113 0,219 1
tHcy 0,091 -0,100 0,395 0,371 0,309 0,478 0,315 0,234 0,223 0,369 0,416 -0,074 -0,189 0,198 0,641 1
rHcy/tHcy 0,175 -0,037 0,091 -0,063 -0,078 -0,052 0,168 0,023 0,011 0,098 0,165 0,257 -0,131 0,045 0,605 -0,149 1
NO -0,055 -0,07 0,070 0,080 -0,109 0,046 0,023 -0,044 -0,017 0,100 0,226 0,119 -0,136 0,040 0,212 0,242 0,212 1

L-arginina 0,019 0,124 0,027 -0,011 0,183 0,215 0,168 0,214 -0,133 0,041 -0,210 -0,109 0,039 -0,074 -0,138 -0,160 0,032 -0,128 1
L-citrulina 0,205 0,062 -0,022 0,012 0,147 0,105 0,131 0,056 0,103 0,013 -0,167 0,014 -0,148 -0,126 0,178 0,024 0,112 0,169 0,551 1

NMMA 0,269 0,075 0,169 0,277 0,217 0,193 -0,006 0,090 0,027 0,016 -0,03 -0,035 -0,014 0,161 -0,047 0,058 -0,209 0,010 0,128 0,379 1
ADMA -0,004 0,057 0,260 0,152 0,213 0,249 0,029 0,097 0,066 0,240 0,170 0,092 -0,142 0,076 0,135 0,014 0,208 0,285 0,184 0,154 0,405 1
SDMA 0,017 0,039 0,245 0,121 0,129 0,216 0,055 0,061 0,097 0,190 0,150 -0,114 -0,175 0,202 0,170 0,095 0,208 0,299 0,011 -0,164 0,178 0,762 1

ADMA/SDMA 0,007 0,010 -0,091 0,026 0,159 0,03 -0,031 0,059 -0,014 0,057 -0,258 0,237 0,165 -0,199 -0,040 -0,249 0,021 -0,115 0,207 0,369 0,272 0,342 -0,333 1
Arginina/ADMA § 0,059 -0,065 -0,071 -0,073 0,096 0,117 0,236 0,01 -0,169 -0,099 -0,235 -0,012 0,221 -0,032 -0,139 -0,139 -0,042 -0,198 0,819 0,372 -0,116 -0,203 -0,141 0,033 1

Tabla 15. Correlacion entre los porcentajes de variacionsayi@espués del ejercicio. Coeficiente de corrétadie Pearson excepto para arginina, citrulinagyfiHicy (coeficiente de correlacion
de Spearman). p<0,@8n color).
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2. Asociacion entre las concentraciones pre-ejercicio y los cambios

con el ejercicio agudo

Se estudio la relacién entre los cambios produgibrsel ejercicio y sus niveles circulantes
pre-ejercicio en cada una de las magnitudes adakz&n la Tabla 16 se muestran los resultados para

el andlisis del grupo total de los deportistas.

Total datos

Glucosa 0,050
Urea -0,096
Creatinina -0,260
Urato -0,181
Proteinas totales -0,059
Albiimina -0,128
Colesterol total -0,200
cHDL 0,022

cLDL -0,012
Apolipoproteina A -0.333
Apolipoproteina B 0,010
Lipoproteina (a) -0,063
Triglicéridos -0,097
PCRus -0,176
rHcy -0,304

tHcy 0,028
rHcy/tHcy -0,414
NO -0,562
L-arginina -0,345
L-citrulina -0,172
NMMA -0,534
ADMA -0,388
SDMA -0,401
ADMA/SDMA -0,475
Arginina/ADMA -0,429

Tabla 16. Correlacion entre las concentraciones pre-ejergides variaciones con el ejercicio. Coeficiente
de correlacion de Pearson excepto para PCRus ytHtgybasal y variaciones de arginina, citrulina y
rHcy/tHcy (coeficiente de correlacion de SpearmprR,05(en color).

En general, la mayoria de los FRCV estudiados maiostr un cambio en sus concentraciones
plasméticas con el ejercicio agudo que era inveragen proporcional a sus niveles basales
respectivos, con independencia del tipo de ejergidel momento de la temporada, aunque en el caso
de los marcadores lipidicos esa relacién soélo aldzm significacion estadistica en la apoliprotéina

y no se observaba en el caso de la tHcy.
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Discusion

I. Hemoconcentracion

Para poder comparar los efectos directos del ejeren los marcadores estudiados, se evalud
previamente el efecto de las pruebas fisicas eehliz sobre el volumen plasmatico en respuesta al
nivel de entrenamiento y a los dos tipos de ejierciPosteriormente, una correccion de las
concentraciones para compensar los cambios enlwehgo plasmatico permitird la discriminacion
entre las magnitudes que varian Unicamente debithmabio del volumen plasmatico y aquellas otras
que responden realmente al ejercicio, sin la inftilede la hemoconcentracién/hemodilugitrf®

El volumen de plasma durante el ejercicio y durahfgeriodo de recuperacion posterior no es
constante, sino que fluctda segun el estado dathmén y los cambios temporales en la distribucion
de liquido entre el sistema circulatorio y el egpatersticial. La actividad fisica aguda y losntaos
posturales dan lugar a modificaciones en el voluakerplasma que introducirdn un error de tipo
preanalitico en la determinacion de las concemnas plasméaticas. Desde el inicio del ejercicio se
produce una pérdida de volumen plasmético hadarapartimento intersticiadlomo resultado de una
serie de mecanismt§°°®3' En primer lugar, un aumento de la presién hidtast en el interior de
los capilares, lo que genera una extravasaciomaie yasustancias disueltas de bajo peso moledular a
espacio intersticiaf®. A partir de este momento, el liquido extravasadlena el espacio intersticial y
el aumento de la presion intersticial opone unsterxcia a la salida de mas liquido desde los yasos
estableciéndose un equilibrio de presiones ensr@dpacios intersticial e intracapifar En segundo
lugar, los cambios de volumen de plasma estan &mibfluenciados por los gradientes osmétitos
En los muasculos se acumulan metabolitos, como @htla aumentando la presion osmotica
intramuscular y promoviendo el movimiento de uitie@fdo de plasma hacia el intersticio y de ahi a
los miocitos. Ademas, el volumen de plasma tampaxria verse afectado durante el ejercicio por la
pérdida de liquidos debido a la transpiratigrmunque algunos autores han demostrado que lalpérd
relativa de fluido corporal no es un mediador intpaie en los cambios de volumen plasmétichas
sustancias que son demasiado grandes para abandbnsistema circulatorio variardn su
concentracion, en parte debido a estos cambiokvatuenen de plasma.

Para corregir estos defectos se han desarrolladwlds que estiman este cambio relativo del
volumen plasmético respecto a su valor inicial.ulllgs autores han desarrollado férmulas basadas en
los cambios en el hematocfito sin embargo, se ha demostrado mediante la coniparalel
hematocrito con la medicion directa del volumenptissma durante el ejercicio, que los cambios
porcentuales en este volumen son siempre mas gramage los cambios concomitantes en el
hematocritd™. Otros autorés’, han utilizado el célculo del cambio en la con@mibn de proteinas
plasméticas bajo la hipoétesis de que las protedoadas Unicas sustancias que no salen de los vasos

sanguineos durante el ejercicio. Sin embargo, eftamula ha originado resultados
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contradictoriod™*'®ya que parece que no es valida por igual en tesosdividuos, debido a que los
cambios de cada proteina en particular no solm @sti@ienciados por la hemoconcentracion, sino que
varian también segun su funcion y tamafio moletlam formula propuesta por Dill y Costil es

la mas aceptada hasta el momento actual. Utiligavédores del hematocrito y la concentracion de
hemoglobina para la estimacion de los cambios dleinven sanguineo, asumiendo que esta proteina
no sale de los hematies ni estos del espacio astcalar durante el ejercicio.

En el presente estudio se han comparado dos tpagedcicio diferentes, un ejercicio de
fuerza y un ejercicio aerobico de larga duracidasyresultados indican que ningun tipo de ejercicio
se asocia con grandes diferencias en la variacdrvalumen plasmatico a los 30 minutos tras la
prueba de esfuerzo. La mayoria de los datos pulokiceelacionados con los cambios en el volumen

de liquidos durante el ejercicio se han realizataire cicloergémetrd’-318319:320

F09,321,322
1

aungue también se

8232332 marat6f™y

han publicado resultados significativos despuésatia correr en cin
levantamiento de pesas Algunos estudios encuentran que la hemoconcémtradespués del
ejercicio dura aproximadamente de 30 a 60 minutes seguida de una hemodilucion en los ejercicios
de corta duracién y alta intensiddd® restaurandose el volumen de plasma incluso esnaiasde
ingesta de liquidd¥’. En los ejercicios aerdbicos de resistencia sgéeheostrado que se produce una
hemoconcentracion inmediata durante el ejeréci® y también se produce una hemodilucion
posterior que parece estar relacionada con laidarde la sesidi>** Cuanto mayor es la pérdida de
volumen de plasma durante la sesion de ejercicil@l@gmayor es la hemodilucion posterior al
ejercicio.

En los estudios publicados se encuentran notalflie®icias en el momento de la toma de
muestra, que puede localizarse entre el primer tmipdas 24 horas tras la finalizacion. En nuestro
caso el momento del muestreo se establecio a lgsildtos tras la finalizacion del ejercicio y los
cambios en el volumen de plasma demostraron unacgin predominante de hemodilucion. Este
incremento en el volumen de plasma también ha débarito por otros autores que realizaron el
muestreo a los 30 minutos de recuperacién trasjemi@o en un cicloergometit’ (ejercicio
aerébico) o de levantamiento de pé&Sggjercicio de fuerza). Existen pocos resultaddsligados al
respecto en piragiistas o remeros. Jurietz>?® describieron datos muy similares en un grupo de 12
remeros entrenados en los que el volumen de pldsmnanuyd significativamente inmediatamente
después del ejercicio, y posteriormente observaroaumento significativo durante los primeros 30
minutos de recuperacion que fue mayor despuéshdea? en comparacion con el nivel basal.

Recientemente, se ha sugerido que diferentes mdadak de ejercicio como el ciclismo,
correr 0 nadar, pueden afectar a la dinamica diédoiglos corporales de manera distinta debidesa lo
diferentes efectos gravitatorios posturales solrediktribucion compartimental de los fluidos
corporales, incluyendo el volumen de pla¥h&Sin embargo, en nuestro caso este efecto postural
podrian encontrarse minimizado al tratarse de pwsieios que se realizan en una posicion corporal

similar.
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Aunque los tipos de ejercicio estudiados no afectatle manera diferente al cambio en el
volumen de plasma, el nivel de entrenamiento segiarinfluir en la magnitud de este cambio,
produciéndose un mayor incremento en temporadaihadgoendientemente del tipo de deporte. La
practica de ejercicio de forma continuada produmreym aumento en el volumen de sangre causado
principalmente por una expansion del volumen pléisaid** Kjellberget al®*! fueron los primeros
investigadores en describir la relacion entre lpaesion del volumen plasmatico y la practica de
ejercicio de forma habitual, y estudios posteridmsshan confirmadd®®*23*® Sin embargo, otros
estudios observaron con posterioridad que la exfrartel volumen de sangre alcanza una meseta
después de 10 dias de entrenami&htasi, en aquellos individuos con un alto nivelesi#renamiento
y en buen estado fisico, y que ya presentan urervalgmia inducida por el entrenamiento, se
dificultaria la induccién de la expansion del voermde plasma tras el ejercicio. Por lo tanto, la
cambiante condicién fisica de los individuos pgrtiates en el presente estudio habria producido
basalmente cambios en el volumen de plasma ado @& la temporada deportiva, y las diferencias
encontradas en la variacién de volumen de plasmaksejercicio agudo en los dos momentos de la
temporada de entrenamiento podrian explicarse @redcias en esta expansion del volumen del
plasma debidas al diferente nivel de entrenamidgitanenor cambio en el volumen de plasma se
produce en el momento de la temporada en que [oartiltas estan sometidos a entrenamientos de
mas elevada intensidad.

Por otra parte, en temporada alta la prueba sedeal una competicion real mientras que en
el momento de la temporada de menor intensidadseritrenamientos se realizé en un laboratorio,
en el que las condiciones ambientales y de ingéstdiquidos se encuentran controladas. Las
diferencias climatoldgicas podrian influir en leaambios de volumen de plasma, ya que al igual que
ocurre con el ejercicio fisico, el calor producenbdiluciori®®* La aclimatacion al calor produce
hipervolemia pero la extensién de su variacion esegalmente menor que la producida por el
ejercicio. Asi mismo, se ha descrito que la comtidrade la aclimatacién al calor y ejercicio induce
una mayor expansion del volumen de plasma queBupida solo debido a la practica de ejeréitio

Desde otro punto de vista, cabe destacar que lparacion de ambos grupos de deportistas
con respecto a los datos antropométricos mostrifdr@icias muy significativas que, sin embargo, no
afectaban a estos cambios en el volumen plasmai&iocomo, a la magnitud de los cambios

metabdlicos con el ejercicio agudo observados lparayoria de los FRC estudiados.
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II. Parametros bioquimicos generales

El estudio de algunas magnitudes metabdlicas pajeaigar informacidn sobre la situacion de
los procesos adaptativos fisiologicos y bioquimigoe se producen en el organismo durante el
ejercicio y durante el entrenamiento. Tras la reaibn de ejercicio fisico intenso todos los gruges
deportistas participantes mostraban un incremestdadconcentracion media de las magnitudes
bioguimicas generales estudiadas, glucosa, urstjrina, urato, proteinas y albumina.

La glucosa plasmatica esta sujeta a un rigido aoinémeostatico. Es por ello que el elevado
consumo de glucosa por parte del masculo esquelédia la produccién local de energia en forma de
ATP no se refleja en una disminucion de la coneeiin de glucosa, ya que esto es evitado por un
incremento de la produccion de glucosa hepaticaantlla activacion de la glucogenolisis y de la
gluconeogénesis en respuesta a las fluctuacionels dgucosa sanguin€d En estos procesos
intervienen diferentes cambios hormonales queadupen durante el ejercicio como una disminucién
de los niveles de insulina y un incremento de logles de glucagdén, hormona del crecimiento,
adrenalina y noradrenalina y corti$8l Un estudio realizado en 27 deportistas de resistey 34
personas no entrenadas, demostré una variabilidexdnidividual en los niveles de glucosa durante un
ejercicio de 2 horas de duracidhLos resultados mostraban que la estabilizacibnidel de glucosa
era precedida de un ajuste inicial; en el 79% deplkrsonas estudiadas se encontr6 un descenso
transitorio de la glucosa al comienzo del ejergiciventras que en el 21% restante aparecid un
ascenso inmediato. En las personas entrenadagpesgisa el descenso inicial y se establecia uh nive
normal de glucosa mas rapidamente que en las garsmnentrenadas. Algunos autores consideran la
hipoglucemia inicial como un estimulo que homedsatente aumenta la produccién de glucosa por
el higadd® y el incremento en los niveles de glucosa podsiareelacionado con el rapido aumento
de la liberacion de la glucosa hepatica.

Otro efecto transitorio de la realizacion de epccifisico agudo es un incremento de la
concentracion de urato, urea y de creatinina, godien ha sido descrito con anterioridad en otros
grupos de deportist#§**"**® El urato contribuye a la defensa antioxidantety@como detoxificante
de radicales libré¥. Durante el ejercicio, se utilizan los enlacesfdius ricos en energia de los
nucleotidos de purina y las purinas se catabolgamdo lugar a la acumulacién de hipoxantina,
xantina y urato en los tejidos. Esta conversionabn@ica esta asociada a su vez a la formacién de
radicales libres de oxigettd Este mecanismo podria explicar el incrementoaecohcentracion de
urato observado en este estudio tras el ejercigoha sido descrito por otros autdte¥ 343 se
ha relacionado también con la intensidad del ejeféf. Por otra parte, se observé una asociacion
positiva de los incrementos en suero del urato la deeatinina lo que indica que esta elevaciorripod

estar relacionada también con cambios en la funreidal.
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Las concentraciones de urea y creatinina se elgeaeralmente tras la realizacion de un
ejercicio fisico agud§***y en el caso de la urea pueden permanecer eledadss a 40 hord¥. El
incremento en la concentracion de urea se ha oelado con un incremento del catabolismo proteico
y con la pérdida de sangre intestinal durante estcigjio™®*****> En el caso de la creatinina podria
estar relacionado con el incremento de la liberacié creatina a la circulacién desde el musculo
esquelético, producida a partir del fostato detoraautilizado como reserva energética, asi comn, ¢
la reduccién temporal del flujo sanguineo renaley ld filtracion glomerular que ocurre tras el
ejercicio®. La combinacién de los cambios en la funcién rendh yransformacion de creatina
liberada desde las fibras musculares en creatipimede explicar el incremento de creatinina
plasmética. En el caso de la creatinina, la congeidh plasmética tras la prueba de esfuerzo @areci
reflejar diferencias en el nivel de entrenamiestendo el incremento observado significativamente
mayor en temporada baja. Es, por tanto, concebildecn periodos con menor intensidad o frecuencia
de entrenamientos las reservas musculares dedatdatreatina puedan ser mas elevadas o que los
cambios adaptativos del flujo sanguineo renal esgmos afinados.

Durante el ejercicio agudo se produjo un aumentdadeoncentracion de proteinas totales
debido a un incremento en la concentracién de almjnmambos asociados al aumento de la
concentracion de las apolipoproteinas, y que podyieardar relacion también con los efectos en la
funcién renal, dada la asociacion observada comrcdoshios en la concentracion de creatinina. Por
otro lado, se han descrito mecanismos directamemkcados en este efecto del ejercicio como el
aumento en la tasa de transcripcion de albtifiin disminucién en la tasa de transferencia

transcapilar de albumirfd?®*

y algunos autores sugieren que el movimiento danaiha desde la
linfa al plasma es el principal mediador para leeafcia de liquido al plasma, en la respuesta
hipervolémica del ejercicid®° No obstante, la elevacion de la concentracion pdateinas
plasmaticas puede no ser un hecho generalizadg. Pagirtman$® observé un aumento de las
concentraciones de algunas proteinas durante umadeo practica de ciclismo, mientras que las
concentraciones de otras proteinas permaneciatantes En este grupo, en el caso de la albumina,
aumentaba hasta el 12% por encima del nivel basahte los primeros 30 minutos, seguida de un
ligero descenso durante los 30 minutos siguientasrazon de los cambios especificos de cada
proteina individual estaria en que, ademas ddlleeircia general de la hemoconcentracién que puede
depender de su tamafio molecular, las concentracibméas proteinas individuales estan controladas
también por su funcién y necesidad.

El tipo de deporte o las diferencias en las caristisas antropométricas parecian condicionar
los niveles basales de alguna de estas magnitudembadlicas generales, observandose
concentraciones mas elevadas de glucosa en logligitas mientras que los ciclistas mostraban
concentraciones mas elevadas de proteinas. Eg@endias podrian estar relacionadas con una

800,35];

alimentacion que debe adecuarse al tipo de ejercéeilizad un ejercicio de fuerza en el caso

del piraglismo y un ejercicio aerébico de largaadiim en el ciclismo, que demandan en los
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deportistas diferentes requerimientos dietéticas K@specto al efecto del entrenamiento, a lo ldego

la temporada se observo una disminucion de lasectraciones pre-ejercicio de glucosa, proteinas
totales y albumina. Estos resultados estan de @awem los observados por otros autores tanto en
individuos sanos como diabéti¢ds*® Estas variaciones podrian en parte ser debidzs Gambios
dietéticos adaptados al momento de la temporadaemteenamiento, la competicion o la
recuperacioii’. Ademas, la disminucion de la concentracion peeegjio de glucosa podria

relacionarse con la reduccién de la resistenciirsllina que provoca el entrenamiéffto
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II1. Marcadores metabdlicos de riesgo cardiovascular

1. Lipidos

La practica regular de ejercicio fisico aerobicoasecia a una mejora del perfil lipidico
plasmaticoy un menor riesgo de enfermedad cardiovastdfar'®® Los resultados de numerosos
estudios coinciden en que el ejercicio fisico haitiene un efecto positivo en los niveles dedbipiy
lipoproteinas, aumentando los niveles de cHDL gndisyendo los niveles de colesterol total, cLDL y
triglicérid03197—201,352,353,354.

El efecto de una prueba de ejercicio agudo soboehaentracion de colesterol total sera la
suma de los cambios en las diversas subfracciandipaproteinas, de modo que resulta del mayor
interés la valoracion de los cambios en las conaeiones de las subfracciones de colesterol yge la
concentraciones de las apolipoproteinas que lastitgren. A este respecto, se ha observado en
general una respuesta al ejercicio fisico agudies 80 minutos de la finalizacion de las pruebas, g
es independiente del nivel de entrenamiento yidel de ejercicio estudiado, algo que corrobora el
trabajo de otros autores®*> Muchos de los estudios realizados han encontetel@mciones de la
concentracién de colesterol total tras series iddales de ejercicio que se acompafian de un aumento
de cHDL como el que se observa en el presentgdratin cifras que van desde 4 al 43% aunque no
todo$". Esta elevacion ha sido descrita ampliamente étetatura tras la practica de diferentes tipos
de ejercicio agudo: corredores en GHt®"?® marat6f™, en cicloergémetfd®?* baloncesto,
luchg™ y tanto en individuos entrenad®s'°?**#¥como no entrenad®$**2 Asi mismo, el
incremento en el cHDL con el ejercicio agudo emtag sedentarios parece ser debido al aumento en
la fraccion HDL3, mientras que en individuos entidhos aumenta mas la fraccion HB1%2 El
aumento inducido por el ejercicio en el cHDL podméa consecuencia de una actividad incrementada
de la LPL ya que se ha descrito un aumento ertiladed de la LPL de forma simultanea al aumento
de la concentracion de cHDL tras un ejercicio prghmo’™®.

Por otro lado, Hillet al**® describieron diferencias en el incremento de lesles de cHDL
tras una prueba de esfuerzo de forma dependiente ideensidad del ejercicio y consideraron que
para que se produzcan cambios metabdlicos quegngplialteraciones en el cHDL se debe llegar a un
umbral de intensidad de ejercicio. Sin embargo, fa®les de intensidad de los protocolos de
entrenamiento utilizados en su caso eran mas lpjeslos utilizados en un entrenamiento de
resistencia normal. Las principales diferenciasamhparar los estudios publicados se encuentran en
los tiempos de muestreo tras la finalizacién derleebd™’. La elevacion de la concentracion de cHDL
tras el ejercicio en algunos casos se observa meafinmediata tras el ejerciét?® y en otros

comienza a observarse a las 24 horas tras laziw#din de la prueB& 2% En el estudio realizado
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por Kantoret al?’® en individuos entrenados tras una prueba de esfu@r un cicloergémetro, la
elevacion de la concentracion de cHDL se observabeediatamente tras una prueba de mayor
duracion (120 min), mientras que tras una pruebaetgor duracion (60 min) la elevacion no alcanza
significacion estadistica hasta las 24 horas.

Con respecto al efecto del nivel de entrenamientia €oncentracidén pre-ejercicio de cHDL,
en nuestros deportistas no se observaban difesese@in la intensidad de los entrenamientos pero
existian diferencias entre ambos tipos de ejeraoio concentraciones basales mas elevadas en los

138 revisé sistematicamente la literatura

ciclistas. Un reciente metanalisis realizado pod#tnaet al
publicada desde 1996 a 2005 con relacién al efdsitejercicio aerdbico sobre el cHDL. Los autores
concluyen que el entrenamiento regular aumentaed@éuoente los niveles de cHDL y que uno de los
factores mas influyentes es la duracién de la®seside entrenamiento que, en nuestro caso, podria
ser la causa también de la concentracion basalkhegada observada en los ciclistas en temporada
alta. Aunque el mecanismo biolégico subyacenteessahocido algunos autores han relacionado el
entrenamiento con una menor catabolizaciéon de Rk, Hlargando su vida media bioldgica en
individuos entrenados a consecuencia de la trasfir aumentada de lipidos hacia las HDL por la
LPL y el aclaramiento disminuido de HDL por la bpehepatica’.

Respecto a la concentracion de cLDL, nuestros testag no mostraban cambios
significativos tras las series individuales de @0, algo que corroboran otros estudios tras lpase
de carrera en cirtd*??*0 en un cicloergbmetftf, aunque otros autores observaron que la
concentracion de cLDL disminuia significativametnges diferentes pruebas de esfuerzo en individuos
entrenada$®** Al contrario que en el cHDL, las diferencias dadrser debidas a que los cambios en
el cLDL no se producirian de forma inmediata sintas 24 a 48 horas tras la finalizacion del
ejercicic®®*® Por otra parte, el efecto del entrenamiento deidiucion de la concentracion basal de
cLDL ha sido descrito como un efecto relativamedébil (5-10%§"°*°***y, al igual que se observa
en nuestro caso con concentraciones mas bajaslile mianto mayor es el nivel de entrenamiento,
gque se acompafia ademas de una disminucién deBasépica.

Las investigaciones publicadas respecto al efeztgedes individuales de ejercicio intenso en
la concentracién de las apolipoproteinas A y B {adp(a) muestran resultados en general, variables
contradictorios. Algunos estudios realizados enlires) hipercolesterolémicos describen un aumento
transitorio en la concentracién de apoA y apoB lagsactica de ejercicio fisi€8, mientras que otros
describen una disminucion de la concentracién a8 apuna elevacion de apoA tras el ejercicio,
tanto en atletas como en individuos sedentariossSan’”*?*??° Sin embargo, en la mayoria de los
estudios realizados en hombres normocolesteroléiri@s concentraciones de apoA y apoB no varian
significativamente tras el ejercicio agatg'>**?#® Las discrepancias podrian ser debidas a
diferencias en los valores basales de los indiwdhasticipantes en estos estudios ya que, tal ycom
se observa en nuestros resultados, al menos papmAaparece existir una asociacion negativa entre

los valores pre-ejercicio de apoA y su elevaciés ta prueba.
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Paralelamente al incremento de los niveles de cl@i el ejercicio agudo se producia una
elevacion de la concentracion de la apoA que egrietipal componente proteico de las HDL.
Mientras que un aumento en la concentracion de cetilLel ejercicio agudo en ausencia de cambios
en la apoA indicaria que los cambios en el cHDliceéserian principalmente debidos a la cesion de
colesterol a las particulas HEfE:*S la asociacion de ambas magnitudes observada estrosi
resultados parece indicar que el ejercicio aguddripoproducir una elevacion concomitante del
namero de particulas HDL. Por otra parte, la elévade la apoB, principal componente proteico de
las particulas LDL, a los 30 minutos de finalizacite las pruebas era independiente del deporte o el
momento de la temporada considerados y mostrabaso@acion positiva con la variacion tras el
ejercicio de cLDL. Este aumento de la apoB podngicar la existencia de un mayor nimero de
particulas de LDL en la circulacion, no necesarismedel colesterol transportado en estas
lipoproteinas ya que el aumento porcentual decéstel ejercicio era significativamente menor.

A lo largo de la temporada de entrenamiento, seergbba en una disminucion de las
concentraciones basales de apoB que, al igual qoede en elcolesterol total y cLDL, era
relativamente moderada: 20%, 12% y 19%, respectinéen Los atletas de resistencia presentan en
general concentraciones de apoA-1 y A-ll un 25% %%1 mas altas que los individuos
sedentarids®?® mientras que las concentraciones de apoB, sor6-U@b inferiore&"*2 Sin
embargo, estudios realizados en hombres previameaietivos después de un programa de
acondicionamiento fisico se observan disminuciateelas concentraciones de apdX:|

Existe muy poca informacion disponible en lo queaderne al efecto del ejercicio en la Ip(a).
Sin embargo, nuestros resultados concuerdan copubbcados hasta la fecha que no observan
diferencias en la concentracion de Ip(a) tras HEiza&cién de un ejercicio agudo en individuos
entrenadd$**® evaluando diferentes intensidades de ejercfcip considerando el efecto inmediato
tras el ejercicit™**°0 a los 30 minutd&’. Por otra parte, la Ip(a) se ha descrito comopunteina de
fase aguda ya que se observa una elevacién plaan€iii situaciones como el postoperatorio, el
infarto de miocardio y la angina de petfid®?® Ademas, los hallazgos inmunohistoquimicos
sugieren que la Ip(a) puede jugar un papel imptetam la reparacion de la lesion del tejido,
especialmente en el proceso de la angiogénes&in embargo, la participacion de la Ip(a) en la
respuesta de fase aguda no es clara ya que neweeesi la artritis reumatoitfé e incluso puede
mostrar un comportamiento como reactante de fasgeagegativo en la sepsis y en las quematftiras
La ausencia de cambios significativos que se obseinas el ejercicio agudo frente a los modestos
incrementos que ocurrian en un marcador de inflimamomo la PCRus apuntarian a una falta de
respuesta o insuficiencia de estimulo.

En general los estudios publicados confirman nogstesultados y sugieren que la
concentracion de Ip(a) no esta influenciada paadidvidad fisica moderada o el entrenamiento en
adultog?#242302313%gj pien es cierto que otros estudios contrad@sta observaciéif-**°>®y que

parece que los nifios altamente activos tendriagigs\de Ip(a) menores que los nifios sedenfatios
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La concentracion de Ip(a) es determinada en grate mgenéticamente y parece no cambiar por
intervenciones que pueden modificar otras lipopnaie como la dieta, el ejercicio o la medicacion
hipolipemianté®**®® Ademas, algunos autores han sugerido que la E@ola que el entrenamiento
pudiera afectar solo a algunos individuos podrfaraglacionada con la presencia de isoformas de
Ip(a) mas sensibles al efecto del entrenamféhto

La concentracion de triglicéridos se incrementaas fa prueba fisica, de forma mas acusada
en los piraglistas y, en ambos grupos, en el mameéatla temporada con un mayor nivel de
entrenamiento. La elevacion en la concentracidiglecéridos tras series individuales de ejercité
sido también observada por otros autores que desctin incremento inicial seguido de un descenso
continuo de la concentracién después de las priféb%s® La causa de esta elevacion inicial podria
ser resultado de la movilizacién de los triglicégdde las reservas de grasa, como indicaria una
elevacion concomitante del glicerol séff@oPor el contrario, la mayoria de los estudios ipatbs
describen un efecto hipotrigliceridémico tardimdarciéndose una disminucidn de la concentracion de
triglicéridos a las 18 6 24 horas después deliejerque persiste hasta las 72 héta8*?!%%!y esta
reduccién en algunos casos se observa ya durameediatamente después del ejercicis™
mientras que otros no encuentran ningin caffiifig?*? Crouseet al®*® estudiaron en varones
sedentarios la respuesta de los triglicéridos agicuna sesion de ejercicio a distintas intensilad
las adaptaciones a un programa de entrenamientmtduR4 semanas. Una sesion de ejercicio en
cicloergbmetro originaba un incremento en las cotmaeiones de triglicéridos desde los 5 minutos
postesfuerzo, con independencia del estado denantiento. Por ello, el incremento que observamos
en nuestros resultados a los 30 minutos de la preetel momento de la temporada con mayor nivel
de entrenamiento podria indicar simplemente urfauessta hipertrigliceridémica més prolongada. Por
tanto, nuestros resultados demostrarian probabtenuenefecto hipertrigliceridémico transitorio del
ejercicio agudo que no parece producir adaptaciankesgo plazo con el entrenamiento ya que la
concentraciones basales se mantienen constamtéargd de la temporada.

Como era de esperar, los cambios séricos conrelagjeen los marcadores de tipo lipidico se
relacionan entre si de acuerdo con sus interaciomdabolicas, y se asociaban también a algunas
variaciones en los otros FRC estudiados que sertamd® mas adelante. De forma inesperada,
nuestros resultados muestran una asociacién nagatitre la elevacion de las concentraciones de
triglicéridos y de cHDL con el ejercicio agudo as@ede gque los datos sugeririan mas bien un efecto
paralelo entre ambas, que se explicaria por laanigdi de cambios metabdlicos comunes, como han
sugerido previamente otros autdtéy que estarian relacionados con el posible estimella LPE™
ya comentado. Otré% han descrito una relacién inversa entre la disaidmude los triglicéridos y la
elevacion de cHDL que, sin embargo, se refiereoatguior efecto hipotrigliceridémico del ejercicio

cuando se realiza la toma de muestra a tiemposangis.
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2. Proteina C reativa

El efecto beneficioso del ejercicio fisico sobreiesgo cardiovascular, reflejado en los niveles
de alguno de los marcadores bioquimicos, se heisakdo con sus posibles acciones sobre el proceso
inflamatorio vascular subyacente. Por otra padeha demostrado que el ejercicio de alta intensidad
provoca un estado inflamatorio, con un aumentoadg@rbduccion de reactantes de fase aguda y
citocinas proinflamatorid&?*>%*® A este respecto, los deportistas estudiados afmsiruna débil
respuesta inflamatoria al ejercicio fisico aguda dcuerdo al cambio observado en las
concentraciones de PCRus a los 30 minutos dedhzion de las pruebas, el cual era independiente
del tipo de ejercicio realizado.

Otros estudios realizados en corredores han desdostelevaciones transitorias de la
concentracién de PCR, inmediatamente después yofas hras la finalizacion de la prueba que
volvian a sus valores basales entre el segundety d&f>>%>*%>° Stracharet al?*® han mostrado que
esta respuesta de fase aguda tras el ejercicice mexdproporcional a la cantidad de actividad y de
lesiébn o dafio muscular. Asi, en 38 corredores eaties después de la competicion observaron un
incremento de las concentraciones de PCR propaicianla duracién de la carrera y a las
concentraciones séricas de CK. La respuesta defasta también podria depender la masa muscular
involucrada, como parecia demostrar un estudiizesd en 14 sujetos no entrengdb®n el cual no
se evidenciaba elevacion en los marcadores inftaioattras la realizacion de un ejercicio excéatric
de los flexores del codo, a pesar del aumentosieileles de CK.

Los mecanismos mediadores en la respuesta agegicctio no estan totalmente dilucidados
en la actualidad. Las interleucinas IL-1 y IL-6 esgcuentran involucradas en esta respuesta, puesto
que se elevan temporalmente durante y poco degpugsrcicio prolongadd'*’? La IL-6 se eleva
unas 100 veces tras un ejercicio intenso y estitauséntesis hepatica de la PCR'?3" siendo este
incremento de la IL-6 la primera respuesta de ixinas al ejercicio y la mas importatfite El
ejercicio agudo también produce un incremento efovanediadores antiinflamatorios, como los
inhibidores de citocina, el antagonista del reaegé¢olL-1, los receptores de TMHL-10 e IL-8, o las

proteinas inflamatorias de los macréfagos 1-alfehetd’t37%37337

mientras que las moléculas de
adhesion leucocitaria, como las integrinas betabktg-2, disminuyefr. Por lo tanto, parece existir
un efecto regulador paralelo, protector y antimiorio que también forma parte de la respuesta al
ejercicio agudo.

En nuestro estudio la elevacion de la PCRus trassarie individual de ejercicio, desaparecia
con un mayor nivel de entrenamiento ya que no serghba en temporada alta, por tanto, el
entrenamiento parece atenuar la respuesta inflaimatoejercicio agudo. Igualmente, Liesenal®"
examinaron la respuesta de fase aguda tras 3 Hera@srrera, antes y después de 9 semanas de
entrenamiento de resistencia y observaron un desoem las variaciones en las proteinas de fase

aguda, PCR, haptoglobinact-glicoproteina. La variacion post-ejercicio aniesentrenamiento era
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de un 40%, 30% y 60% respectivamente y tras 9 sesnd@ entrenamiento era de un 10%, 12% y
20%. La causa de la menor respuesta inflamatogareada en nuestro caso tras el ejercicio, podria
encontrarse en que el tiempo transcurrido no ha sidiciente para que IL-6 estimule la sintesis
hepatica de la PCR.

Otros estudios demuestran una relacién inversae dtractividad fisica regular y la
concentracion sérica de la PER* describiendo diferencias en los efectos del patméento segun
el tipo de ejercicit’**> como ocurre en nuestro caso con los niveles mjas e PCRus observados
en los piraguistas a lo largo de toda la temporadague esa diferencia sélo alcanzaba significaciéon
estadistica en temporada alta, probablemente p@&feeto aditivo sobre los niveles basales de
realizarse el estudio en mitad de una competididisi@ de varios dias de duracién. Dufabal?*’
describieron diferencias en los niveles séricoR@R, mas bajos en nadadores que en remeros y a su
vez en remeros mas bajos que en futbolistas. Asinmi el efecto de tipo de ejercicio en los

marcadores de inflamacion también fue estudiadop@slacion general por Kingt al?*

que
examinaron una cohorte 4072 participantes en etlissNHANES del CDC y asociaron actividades
como el footing, la natacion, el ciclismo o el dgcocon una menor probabilidad de elevacién de los
marcadores inflamatorios.

A pesar de la asociacion directa entre inflamagiGl riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares son pocos los estudios que hdueeleala relacion entre los niveles de PCR y los de
otros factores de riesgo cardiovasciifetr'**?y menos ain considerando el efecto del ejeféidi&

En nuestro caso, la variacion de los niveles deuBGen el ejercicio se asociaba positivamente tanto
con la creatinina, al igual que ocurria con lagginas totales y la albimina, como con la observada
en el cHDL, mientras que la correspondiente conckxsibios en la apolipoproteina A sérica no
alcanzaba significacion estadistica. Esta asociacidn cHDL ademas se mantenia en ambos
momentos de la temporada a pesar de que cuanda m@y@l entrenamiento la concentracion de

PCRus no variaba de forma significativa con el oijgs agudo. Rohdet al?*®

, en un estudio
transversal de 1172 varones aparentemente sanasti&mon asociaciones positivas entre los niveles
circulantes en reposo de PCR y la edad, numerdgderiios al dia, el indice de masa corporal,
presion arterial sistélica y diastélica, colestexahl, triglicéridos, Ip(a), apoB, y homocisteirses|
como, asociaciones inversas con el cHDL y la apafsque no se valoraba la condicion fisica previa
de los participantes. Por otra parte, se ha obdergae en la sepsis, las lipoproteinas HDL y lafapo
pueden convertirse en reactantes de fase aguda, pompiedades anti-inflamatorias y pro-

oxidanted’®3%°

pudiendo ser esta una causa de la asociaciém lastelevaciones con el ejercicio de
PCRus y cHDL, apuntando a que la elevacion del cldBlpodria producir en parte como respuesta

inflamatoria.
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3. Homocisteina y equilibrio tiol-redox

Para estudiar este sistema antioxidante, se hadbes cabo la optimizacion de un método
cromatografico en fase reversa que permite la aejgar y cuantificacion de la concentracion total de
homocisteina, asi como la de su forma reducida.

Los valores normales de tHcy en plasma se considexhitualmente entre 5y 15 pmdfi
Los valores mas elevados de homocisteina plasnmegicdservan en individuos con homocistinuria,
en los que pueden encontrarse severas hiperhoeioeistias con concentraciones de hasta 500
umol/L. Por otro lado, no existen en la literatuadores de referencia para los niveles plasmatieos
las formas reducidas de homocisteina, sin embdmfgrma general estas representan un 1-2% de la
tHey*®.

El estilo de vida y otros factores fisioldgicos s relacionado con las variaciones de las
concentraciones circulantes de homocistéii&®? edad, sexo, dieta, tabaco, alcohol, café o una
actividad fisica regular. De una comparacion epidEgica directa entre individuos sedentarios y
activos puede ser dificil establecer una relaceumsal entre la actividad fisica y la concentradén
homocisteina, debido a que los sujetos con estidogida activos tienden a ser mas conscientes de
otros factores beneficiosos de la salud, como dunmr, la reducciéon del consumo de alcohol o el
consumo de una dieta equilibrada. En este sertideleccion de los grupos experimentales en este
estudio ha supuesto minimizar la influencia de seg@sibles fuentes de variacion y ha permitido
evaluar directamente el efecto del ejercicio yrikel de entrenamiento.

Las concentraciones plasmaticas de tHcy y rHcynitiés en los deportistas estudiados, son
similares a las descritas por otros autores emetifes estudios empleando el mismo, SBHE y

a®®® monobromobiman®’ o de 7-fluoro-

otros procedimientos de derivacién, como 4,4'-ditidin
2,1,3-benzoxadiazol-4-sulfonamida (ABD*) Los sulfobenzofuranos halogenados, como el ABD-F
y el SBDF, producen con los aminotioles unos pramude reaccion fluorescentes y estables
permitiendo la realizacion de series analiticagdsar Ademas, no forman productos de hidrolisis
fluorescentes, como ocurre en el caso de los momaiiimano¥®. EI ABD-F requiere condiciones
de reaccion menos drasticas que el SBDF, sin emlzargnayor reactividad hace que reaccione con
otro tipo de compuestos presentes, como las amynairtos grupos hidroxi y amino de las
proteinad”, apareciendo picos interferentes en la deterndnadeé los tiole’. La menor reactividad
del SBDF hace necesario incubar la reaccion a engpdratura de 6C, aunque esta menor
reactividad puede ser una ventaja para determiaar fbrmas reducidas libres sin posibles
interferencias. Sin embargo, se ha observado gqeméimiento de la reaccion de derivatizacion de la
formas reducidas con SBD-F disminuye en preseneidodnas oxidadas de los tioles al verse
afectada por reacciones de intercambio entre fdleEn este sentido, no es posible descartar

totalmente que las concentraciones de rHcy medistés sujetas a un cierto grado de interferencia.
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Los resultados indican que la actividad fisica ageléva las concentraciones plasméticas de
tHcy y que estd elevacion estd asociada con un rdomen la rHcy. Ademas este efecto
hiperhomocisteinémico era independiente del tipoepcicio y del nivel de entrenamiento. El
aumento de las concentraciones de tHcy en plasmalajercicio agudo también se ha observado en
corredores de cinta (10%) después de 30 miffdta®rredores de maraton (19%) a las 24 horas de
terminar la carrefd’**y en atletas de triatlén tras una competitforRecientemente, ha sido
descrita una elevacién transitoria de la tHcy afividuos sedentarios que realizaron un ejercicio
agudo a diferentes intensidatfés Por el contrario, otros estudios no han encoatredmbios
significativos en las concentraciones plasmaticastiicy después de un ejercicio agudo en un

09?8021 5 en futbolistas tras un test anaerébico de We&igate incluso se ha

cicloergémetr
encontrado que la concentracion de homocisteimaimliye en sujetos entrenadBs

Las discrepancias pueden ser debidas al empledettenies metodologias o procedimientos
experimentales, como la toma de las muestras adalizn diferentes momentos del periodo de
recuperacion después del ejercicio o el empleoddauias inapropiadas para la correccion de los
cambios en el volumen de plasma. En nuestro estiadioma de muestras se realiza a los 30 minutos
y los resultados son acordes con aquellos reaizadiempos que van desde los 15 mirftito80
minuto$’, 1 hord® e incluso 24 hord¥ tras la prueba, mientras que difieren de los gatizan la
toma de muestra inmediata a la finalizacion del@lpa (3 minutodj®2%+3%

En cualquier caso este aumento observado podridrasitorio y la concentracion de
homocisteina volveria a los niveles basales tragouun periodo de recuperacion. Asi, se han
descrito cambios dindmicos en las concentracioaedklcly durante el ejercicio y durante el periodo de
recuperacion en individuos sedentafidsque explicarian la heterogeneidad en los residtado
publicados. En estos individuos se ha descritounmeaito significativo de la tHcy durante un ejeiici
al 80% de la V@nmaxalcanzando un maximo a los 25 minutos de ejerdel®5,7%. A partir de este
momento la concentracion de tHcy comenzaba a dismjreste descenso continuaba tras el cese del
ejercicio, retornando a los valores basales a9dsotas de la finalizacion de la prueba. Al reallaa
prueba a una menor intensidad (40%,\&), la elevacion observada fue menor, alcanzando el
maximo a los 37,5 minutos de ejercicio y del ordeh9,3% con respecto a la concentracion basal. En
cambio, en individuos entrenad%s se ha descrito una caida significativa en la eomacion
plasmética de tHcy durante el transcurso del gjercton la vuelta a los valores basales a pagtir d
minuto 2 del periodo de recuperacion hasta el midbt aunque es de resefiar que en ambos casos no
se realizaba una correccion del volumen plasméticoel ejercicio.

El efecto del ejercicio agudo sobre la concentracié rHcy ha sido previamente estudiado

por Zinelluet al?®

guienes encontraron concentraciones de rHcy mas l@nediatamente después
(3 minutos) de una prueba de esfuerzo en un cgidoeetro en dos grupos de sujetos, atletas y
sedentarios, mientras que no observaron cambiowadeptes en la tHcy. Asi, concluian que el

cambio en la homocisteina plasmatica después deti@p podria ser debido a sus efectos
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metabdlicos mas que a un ajuste en el equilibbieréidox. Ademas, en estos mismos sujetos, Sotgia

et al®®!

relacionaron estos cambios en los niveles de @itisos de rHcy con el aumento que
observaban en la concentracion de la creatina asm@l. Los resultados de estos autores son
aparentemente opuestos a los observados en naesitho, que muestran incrementos de la rHcy y
de la tHcy a los 30 minutos tras la finalizacion éercicio agudo. Esta discrepancia nuevamente
podria ser explicada por las diferencias en losgs de muestreo durante el periodo de recuperacion
y al diferente procedimiento de correccion de lmbeoncentracion empleado por Zinellu y Sotgia,
basado en la concentracion de las proteinas plessat

El mecanismo exacto por el cual las concentracigii@smaticas de tHcy aumentan con
después de un ejercicio intenso no ha sido totabnaclarado. Se ha demostrado que el ejercicio
agudo aumenta el consumo de oxigeno y la produadradicales libré¥ que a su vez podria
influir en el intercambio tiol-disulfuro y en lasacciones tiol-redox que conducirian a un aumeato d
las formas oxidadas en plasma con el consiguienteeato de las concentraciones de tHcy y
reduccion del ratio rHcy/tHcy. Otros posibles meésamos que podrian explicar el efecto
hiperhomocisteinémico del ejercicio agudo estarédacionados con el estrés metabdlico inducido por
el ejercicio. La actividad fisica aguda puede aeelel catabolismo de las proteinas y aminoé&cidos e
el masculo esquelétitl, incrementando la produccion de homocisteina dégvdel metabolismo de
la metionind’"*% El aumento de la disponibilidad de metionina fedxplicar en parte el aumento
de la homocisteifi& con el ejercicio por activacion de la via de énsulfuracion®.

Ademas, el ejercicio puede implicar un aumentoaddemanda de sustratos metilados, tales
como la creatina o la acetilcolff4 llevando a un consumo acelerado del donadorufgmgmetilo S-
adenosilmetionina, dando lugar a S-adenosil horteos, que es hidrolizado a homocisteina y
adenosind’. En ambos casos, la sintesis celular de homaudssei produciria en su forma reducida y
el exceso de rHcy se exportaria al espacio extriacedonde posteriormente se oxid&fiaor lo que
el aumento de rHcy plasmatica se acompafaria deumnento en la tHcy plasmatica, tal como se
observa en los ciclistas y piraguistas estudiados.el contrario, un posible hallazgo de elevacién
la concentracion de la tHcy después del ejerciciasa elevacion correspondiente de la rHcey, estari
probablemente mas relacionado con diferenciasstatas de eliminacion de las formas reducidas y
oxidadas de la sandré El ejercicio fisico agudo elevaba los nivelesuimntes de ambos tipos de
homocisteina plasmética, no obstante, el incremehservado en las formas reducidas parece ser
proporcionalmente menor que el de las formas oxislad que da lugar a un descenso en la relacién
entre las concentraciones reducidas y totales.dastbio en el ratio rHcy/tHcy refleja probablemente
una situacion de elevado estrés oxidativo, con atacidn de la fraccién unida a proteinas que por su
mas lenta eliminacion explicaria la elevacion déHay que se ha observado habitualmente en el
ejercicio fisico agudo.

Los cambios en la concentracion de creatinina esnmh después del ejercicio se han

relacionado con una reduccion temporal del flujmgséneo renal y de la tasa de filtracion
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glomerula?*®. Asi mismo, la eliminacion de homocisteina paif@n parece ser dependiente del flujo
renal de plasmf® y, de hecho, en la enfermedad renal crénica se destrito mayores
concentraciones de aminotioles reducidos y tot4i® Nuestros resultados muestran una asociacion
de los cambios en los aminotioles y la creatinilzgrpaticos con el ejercicio que, por tanto, podria
indicar un papel importante de la funcion renaékeaumento de las concentraciones de aminotioles en
el periodo post-ejercicio.

Se ha sugerid®“® que el exceso de homocisteina incrementa la peattudel radical
superoxido y aumenta la degradacion de NO por oiidaPor otra parte, el efecto aterogénico de la
homocisteina se ha relacionado también con suilsoaibn a la disfuncion endotelial a traves del
aumento de ADMA mediante la disminucién de la ad#d de la DDAH, enzima que degrada el
ADMA a L-citrulina y dimetilamina, con la consectendisminucion de la biodisponibilidad de
NO™. Sin embargo, contrariamente a estas hipétesidpemparticipantes en este estudio no se
evidenciaba una relacién inversa entre los camflamsmaticos producidos por el ejercicio en la tHcy
y el NO.

El efecto hiperhomocisteinémico del ejercicio agedmindependiente de la prueba deportiva
practicada, asi como, del incremento en el nivardeenamiento a lo largo de la temporada. Ademas,
la elevacion que se producia con el ejercicio agpdobablemente transitoria, no conducia a un
incremento permanente de las concentraciones @reiegp de rHcy y tHcy. Por tanto, la movilizacion
de homocisteina en respuesta al ejercicio fisiaed@gho parece participar en la adaptacion del
organismo al ejercicio fisico regular. Por otrodatbs ciclistas mostraban un aumento significativo
del ratio rHcy/tHcy pre-ejercicio en temporada ajt&e no se observaba en los piraguistas, y que
podria estar causado por el hecho de que estogidggsse encontraban en una competicion ciglista
realizaban la prueba de esfuerzo tras varios diasadrera, lo que podria suponer que los niveles
basales de rHcy estuviesen influenciados por etieje agudo realizado en los dias previos, misntra
que esto no ocurria en temporada baja y tampoclmspiragiistas en ambos momentos de la
temporada.

En cuanto al efecto de diferentes programas decrartiento en la concentracién de
homocisteina existen resultados contradictoriosngueermiten llegar a conclusiones claras. Mientras
que algunos estudios revelan una disminucién detaocisteina con el entrenamiento aerdBico
otros han encontrado ausencia de camBlios incluso incrementos en la concentracion de
homocistein®®?"° En cuanto al entrenamiento con ejercicios destesstia se observado que la
homocisteina disminuia tras un programa de ejeit?’? Sin embargo, en la comparacion de estos
estudios se deben considerar una serie de aspgatosntroducen confusién, como la posible
administracion de suplementos o que algunos seréalivado en mujeres lo que dificulta la
comparacion, ademas de las diferencias en la dur&cintensidad del entrenamiento realizado. En
nuestro caso, los diferentes entrenamientos relakzpor los deportistas, de resistencia y de fuerza

parecian conducir a adaptaciones similares en talboésmo de la homocisteina.
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El aumento de las concentraciones de la homodistetal y reducida tras el ejercicio agudo
se asociaba positivamente a las variaciones derleeatracion de apolipoproteinas y del colesterol
total, aunque no alcanzaba significacion para &Ilci cLDL. Es posible que esta asociacion guarde
simplemente relacion con la existencia de una idacanportante de homocisteina unida a las
apolipoproteinas circulantes, como reflejaria t&mlbé asociacion con los niveles séricos de pragein
totales y albumina que parece depender de los oandn la funcion renal. Al contrario, algunos
autore§”“°*han observado que los niveles de homocisteinadividuos sedentarios estan asociados
negativamente con los de cHDL y de la apoA sin egthal efecto del ejercicio agudo no habia sido

valorado hasta el momento.

4, Oxido nitrico y dimetilarginina asimétrica

La produccion de NO es uno de los principales nisgas implicados en el funcionamiento
del endotelio. Su sintesis se realiza a partiladardinina por accion de la eNOS, enzima de laefjue
ADMA es un inhibidor competitivo enddgeno. La disfion endotelial por una alteracion en la
sintesis 0 en la accién del NO constituye un pasm@al en la fisiopatologia de las enfermedades
cardiovasculares. Cuando se genera un cambio progduccion, como ocurre en el ejercicio fi$fco
se produce una modificacién de la fisiologia enddtgque puede ser utilizada para comprender las
consecuencias patoldgicas que se producen ensel dera disfuncion endotelial.

Muchos de los estudios publicados acerca del etigtejercicio agudo en la funcion vascular
se basan en la medicion de la vasodilatacion madiad el flujo (VMF) en la arteria femof&*®’ o

braquiaf®®4%°

como medida indirecta de la bioactividad de NOwvaelo del endotelio. La prueba
consiste en la medida del incremento de la irrigasianguinea (aumento del diametro de la arteria)
por restitucion del flujo, tras provocar una isqigemnansitoria mediante la oclusion de la arteda ¢
un manguito neumatico. Sin embargo, algunos adt8fés*?**3cuestionan su utilizacién, ya que
parece que la dilatacion producida tras la oclu&me una parte sustancial no mediada por el NO y
mas probablemente relacionada con la isquemiaejildd t

La relacién entre la concentracion de nitritos tyatds en sangre y la producciéon de NO ha
quedado patente en diferentes estdti85**° Sin embargo, su determinacién ha sido menogani
en el estudio de los efectos producidos por elcigjer fisico. La corta vida media y el rapido
metabolismo del NO en la circulacion hace que practico medir directamente el NO, y la
actividad enzimatica de la eNOS solo puede detemminen las células. EIl NO formado en el
endotelio puede transformarse por diferentes véasivacion de la guanilato ciclasa soluble,
interaccion con tioles de proteinas y aminas seariag] oxidacion a nitrito en presencia de oxigeno,
inactivacion a nitrato a través de la oxihemoglabinde la interaccion con los aniones superéxido
para producir peroxinitrito, que se descomponetitoi Dado que los aductos nitrosos son mas

dificiles de medir se ha generalizado la determdmade nitrato y nitrito como marcadores indirectos
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de la biodisponibilidad de NO, principalmente debid su estabilidad quimica y vida media
relativamente larg&’.

Algunos autores realizan esta estimacion del N&&s$ de la determinacion del nitrato en
orind*"**% sin embargo, esta opcién puede ser menos adequada determinacion en plasma. Por
una parte, los estudios realizados mediante ldgoigam de’®NO en humanos demuestran que se
excreta alrededor de un 70% en forma dD; en las 24 horas posteriores al inicio de la intiatay
que, por tanto, una parte importante del NO naxseeta en forma de nitrdfd. Por otro lado, la vida
media del nitrato en plasma es de aproximadamentbdas, por lo que la concentracién plasméatica
de nitrato seria un reflejo mas fiel del NO prodoogn el periodo previo al momento de la extragcion
ya que en condiciones fisiologicas y de ayuno,itilton representa el 80% de la actividad de la
eNOS?.

La dieta convencional puede ser la principal fueletenitrito y nitrato en el plasrfa*? Los
vegetales y los productos carnicos, el agua potabiées bebidas en general, contienen cantidades
mucho mas grandes de nitritos y nitratos que ldsN@2 producido de forma endogena, y son
facilmente absorbidos en el intestino deldaticdAdemas, el tiempo requerido para que el nitrito y
nitrato exdgenos puedan ser completamente exceetadola orina varia de 12 horas a 3 dias,
dependiendo de la cantidad ingerida y de la func&ral. Sin embargo, en individuos sanos que
consumen una dieta baja en nitrito y nitrato (218ahdia), aproximadamente el 50% del nitrato de la
orina provendra de la sintesis de NO a partir dedinina en el organisrffd. Cuando la dieta es
pobre en nitrito y nitrato, la concentracion plasogade nitrito puede servir como un indicador ddli
de la sintesis de NO por la eNOS, mientras quedeeeion urinaria de nitrato refleja la sintesis de
NO en todo el organisrfiG. Por otra parte, existe cierta evidef@iae que después de un ayuno de
12 horas las concentraciones plasméaticas de sifyittitratos pueden alcanzar un estado estacionario
en individuos sanos que han consumido una dietaapcen bajo contenido de nitritos y nitratos. La
concentracién de NO expresada a través de la detaidn de nitratos y nitritos se encuentra entre
41+16 pmol/L en ausencia de esa dieta y 19+4 pnmd la diet¥?

Una limitacion del estudio realizado es que no fosible realizar una dieta restrictiva en
nitratos y nitritos en los dias previos a las pasep es posible que el ayuno de 8 horas no haga sid
suficiente para alcanzar el estado estacionarig.|&s concentraciones pre-ejercicio de,Nf@ los
deportistas participantes son similares a los d&violuos que no han seguido una dieta exenta y la
comparacion de los valores basales a lo largo dent@orada o entre los grupos puede no resultar
adecuada. No obstante, esto no invalida la estimatgl cambio observado con el ejercicio agudo en
las concentraciones de N, al igual que en la mayoria de los marcadoragiieglos, se observaba
una asociacion negativa con las concentracionesj@reicio.

A los 30 minutos de la finalizacion de las pruebses,observaba un incremento en las
concentraciones séricas de Néh respuesta al ejercicio fisico agudo que erepeddiente del nivel

de entrenamiento alcanzado a lo largo de la terdporalel tipo de ejercicio realizado. Esta elevacio
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del NQ, con el ejercicio agudo ha sido descrita también qioos autores, tanto en individuos
entrenados, como no entrenatd&®4?"4?84%% g mayoria observaron aumentos significativosdde
el primer minuto posterior a la finalizacféh hasta la hof4’, las 6 hora€’ y las 24-48 horas post-

%7,42%

ejercicio en atletéd aunque en individuos no entrenados volvian avédsres basales a las 24

horad®’. Sin embargo, otros no observaban elevacionesQ@etrids el ejercicio agudd*****! Esta
disparidad podria estar relacionada con la intedsidel ejercicio realizado, ya que Gueelal?*®
encontraron diferencias en el comportamiento tmasejercicio de resistencia en dos grupos de
individuos sedentarios a diferentes intensidades!| gue no observaron elevacion de los niveles de
NO, en el grupo de menor intensidad.

La elevacién del NO con el ejercicio agudo prodaciina respuesta de vasodilatatin
ademas de la relajaciéon de las células musculisees te la disminucion de la agregacion plaquetari
permeabilidad vascular... Parece probable que ehmi@mo por el cual se produce este incremento
esté relacionado directamente con la respuestddfigta al aumento del flujo sanguineo a través de
los vasos, por el estimulo mecanico que provocaresdla pared vascular (fuerzas de
cizallamiento)"®*%343* Cookeet al**® han sugerido que esta liberacién de NO mediadalghrjo es
dependiente de la activacion de un canal de potasdwtelial que actia como transductor del
estimulo. El estrés mecanico producido por esezés es el principal estimulo para la produccen d
NO, con la finalidad de aumentar el diametro debvsanguineo durante el ejercicio adtitito que
produciria una redistribucion sistémica de la sargyre podria ser dependiente de la intensidad del
ejercicio y del tamafio de la masa muscular impécaflin embargo, la elevacion observada,
porcentualmente la mas importante de todos los ERGdiados, es similar en ambos grupos de
deportistas.

Por otra parte, no se observaba una relacién émtvariacion de las concentraciones de
creatinina y de NQen ninguno de los dos momentos de la tempora@atdenamiento, lo que parece
excluir a la funcién renal como causa del incremead NQ durante el ejercicio. A esta misma
conclusién llegaron Jungerstehal*'® en un estudio realizado en un grupo de individyesincluia
tanto sujetos entrenados como no entrenados, euédescartaron que el aumento dg MAucido
por el ejercicio estuviese favorecido por una dsmién en la tasa de excrecion de nitrato, sino que
parecia estar relacionado con una mayor tasa deéddn de NO de aproximadamente el 80%. El
aumento global de produccién en nuestro caso liggfamente menor (un 54%) aunque en el caso de
los ciclistas en temporada alta se alcanzaronscift@iivalentes. Sin embargo, no es posible descarta
la influencia de la ingesta de alimentos o bebidas&tos deportistas durante la prueba, que en este
caso se llevé a cabo en una competicion real dedmé&@shoras, aunque siendo asi serian de esperar
valores mas extremos.

Bradleyet al**" observaron que durante un ejercicio aerébico ecialmergémetro la infusion
en la arteria femoral de un inhibidor de la eNOSA{A), redujo la captacion de glucosa en el

musculo esquelético en un 48% comparado con laigrude una solucion salina de control. En
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modelos animales se ha observado también que ehté@iene en la regulacién del metabolismo
musculo-esquelético favoreciendo la captacion aelde glucosd®. Los mecanismos exactos que
explicarian esta captacion de glucosa mediadal pd@ano estan totalmente aclarados, aunque parece
que actGan de forma independiente y paralela anlesanismos inducidos por la insuffifa Sin
embargo, en los deportistas estudiados no se démast relacion inversa entre los cambios en la
concentracion de N de las metilargininas inhibidoras de la eNOS #leejercicio agudo y los de la
glucosa a lo largo de la temporada de entrenamiento

La disponibilidad de L-arginina es otro factor imjamte a tener en cuenta ya que determina la
produccién de NO. Esta produccion de NO a partiladsrginina puede inhibirse por la accion de los
derivados de la L-arginina, NMMA y del ADMA, quetdan como antagonistas competitivos de la
NOS. En nuestro estudio las concentraciones degibiaa y L-citrulina se incrementaban tras la
prueba fisica con independencia del momento dent@drada, de forma que la biodisponibilidad del
precursor del NO en las células endoteliales nerdelestar comprometida. En los piragtistas el
incremento medio de los niveles de L-arginina dogjercicio agudo fue mayor que en los ciclistas,
debido principalmente al mayor incremento obsenam@ste grupo en temporada alta. En cualquier
caso, el aumento de la L-arginina con el ejercasosimilar al observado por otros autores que
describen elevaciones que van desde <2086 35-45%". En otro estudio realizado en ciclistas
profesionale¥® se determinaron los efectos del ejercicio interstas concentraciones plasmaéticas de
L-arginina y L-citrulina a las 3 horas de la pap#cion en una competicion observando para la L-
arginina unas concentraciones similares a las émsaientras que las de L-citrulina disminuian. Sin
embargo, es probable que el prolongado periodemeso previo a la toma de muestra implique unos
cambios adaptativos diferentes a los directos j@etieio agudo. Por otra parte, el tipo de deporte
parecia condicionar los niveles basales de los anidos y del cociente arginina/ADMA,
observandose concentraciones mas elevadas errdgsiiptas. Sin embargo, no es posible descartar
que estas diferencias estén relacionadas confe&gmntiias en la alimentacién que, segun el deporte,
demandarian diferentes requerimientos dietéticos.

Las fuentes celulares de L-arginina incluyen laagipn transmembrana y, en menor medida,
la protedlisis intracelular y, entre otros destjragre la conversién en NO y citrulina por la N(38.
ha demostrado que la citrulina producida por la 8NfDede ser reciclada en arginina en las células
endoteliales a través del ciclo arginina-citrulfhaEn condiciones de méaxima estimulacién de la
produccion de NO, més del 80% de la L-citrulinaggada, se reciclaria a la L-argiriitiaLa citrulina
a su vez puede derivarse de otras dos fuente&MA a través de DDAH y de la ornitina a través
de catabolismo de la prolina o la glutamina/glute?a Dado que las variaciones de la L-arginina y
L-citrulina plasmaticas no se asociaban con lasABA en el post-ejercicio, la elevacion de L-
arginina, que puede antagonizar la accion inhilidtel ADMA, elevaba el ratio arginina/ADMA de
forma proporcional a los niveles de L-arginina wr ganto, podr4 asegurar el aumento de la

produccion de NO a través de la eNOS.
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Se han llevado a cabo numerosos estudios en unavgriezdad de poblaciones al objeto de
proporcionar una mayor comprension sobre papel@gIA como un factor de riesgo independiente
para la enfermedad cardiovascular. La concentrad@®®DMA varia con la eddd y en mujeres
postmenopéausic#é. Se han descrito elevaciones plasmaticas de ADMA pacientes con
insuficiencia rendf°, hipercolesterolemt&, hipertension arteridf, enfermedad coronatid
arteriosclerosis sistémit? insuficiencia cardiaca croniég diabetes mellitdé®, preeclampsi4’, en
pacientes en estado critftty en la disfuncion eréct. También se ha relacionado con otros factores
de riesgo como la obesidatemostrandose que la pérdida de peso disminuyefaentraciones de
ADMA **2Sin embargo, la contribucién del ejercicio fisitanto agudo como regular, a la regulacién
de los niveles plasméticos de ADMA en individuosiacsa apenas ha recibido atencién hasta el
momento.

Para el analisis de estos analogos fisioldgicda deginina, se llevé a cabo la optimizacion de
un método cromatografico en fase reversa, empleandw reactivo derivatizante AccQ y como
estandar interno N-PLA, el cual proporcionaba urecipion aceptable para el ADMA y SDMA,
aunqgue claramente inferior para el NMMA debido &d#a sensibilidad analitica para esta molécula.
Los CV interensayo para ADMA (8,6%) y SDMA (6,8%nssimilares a los descritos en la literatura
para los métodos HPLC, que varian entre el 2% y0@f0330°:453:454.455,456,457,458,459,460.461 462 4a% {
mismo, los valores de concentraciéon de NMMA, ADMAPMA son similares a los descritos por
otros autor€$***” en individuos sanos como, por ejemplo, los pubibsapor Heresztyet al>® para
el ADMA (0,44 + 0,08 uM) y el SDMA (0,42 + 0,09 uNd)por otros autoré¥ para el NMMA (0,177
+ 0,041 uM) que referian CV cercanos al 10%.

Nuestros resultados revelaban que el ejercicio agudducia un aumento significativo del
SDMA a los 30 minutos de la realizacion de la payeton independencia del tipo de ejercicio y del
momento de la temporada, sin embargo, no ejerdliaentia en la concentracion plasmatica de
NMMA o ADMA, reduciéndose consecuentemente el rAlMA/SDMA. Por el contrario, un mayor
nivel de entrenamiento producia una disminucionifiggtiva de las concentraciones pre-ejercicio de
ADMA y SDMA, si afectar a la relacibn ADMA/SDMA. Ekfecto del ejercicio agudo en la
concentracién de ADMA sdlo ha sido evaluado entdidsajos publicados recientemente. Reinaxtke
al.*** en el que estudiaron un grupo de 43 pacientegrfEmmedad renal poliquistica con el objetivo
de evaluar el efecto del ejercicio en los niveledN® y ADMA en pacientes normotensos sedentarios
con esta patologia, mientras que como grupo coatilitaron 30 individuos sanos, no obesos y
sedentarios. Los participantes realizaron una prwemsistente en una sesién de 20 minutos en un
cicloergémetro a una intensidad moderada segu®gl\bbservaron que la concentracién de ADMA
disminuia y la de NQaumentaba tras la finalizacion del ejercicio egrepo control pero no en los

pacientes. Por otra parte, Ricciosi al*®®

observaron concentraciones plasmaticas de ADMA y
SDMA més bajas después de una prueba fisica eac3@npes con enfermedad arterial coronaria con

una edad media de 52 afios. La diferencia con mgestsultados en el ADMA podria explicarse por
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la seleccion de individuos sedentarios en el grgdrol de sanos y por la edad de los pacientes,
ademas de que se desconoce el tiempo en el gealigé fa extraccion de sangre tras las pruebas que
como se ha visto en otros marcadores metabdliceslepser importante a la hora de valorar el efecto
del ejercicio agudo.

El efecto de la actividad fisica regular en fornreaedtrenamiento sobre las concentraciones de
ADMA ha sido valorado recientemente en diferentafolpgias como en pacientes trasplantados
renale$”, en mujeres postmenopausf¢ad’ en la obesiddd, en la enfermedad arterial periféfita
en pacientes con riesgo elevado de enfermedadariafShy en la diabetes mellitti. En todos ellos
observaban una disminucion de la concentracion @ABIA tras la participaciébn en un programa de

€%52% 3 los 4 6 6

entrenamiento basado en ejercicios aerdbicos care desde las 12 semafia
mese&?2°"?% En dos de estos estudios utilizaron un gruporebde individuos que no llevaban a
cabo un programa de entrenamiento en los cuales rdservaba variacién en la concentracion de
ADMA 2429 yUn estudio publicado por Hannseal **® investigé el efecto del ejercicio regular sobre
el diametro de los vasos de la retina en correddedgados y obesos, incluyendo grupos de 15
individuos obesos, 14 atletas aficionados y 17taatlele élite que participaron en un programa de
entrenamientos de 10 semanas. Observaron un auchemoexpresion del mRNA de la DDAH en
células mononucleares aisladas de sangre periféricendos los grupos tras el entrenamiento, sin
embargo, esto producia una disminucion de la caraz@on plasmética de ADMA solo en el grupo de
obesos. Por otro lado, existen evidencias de qaeaumento de la homocisteina podria causar una
inhibicion de la DDAH originando un incremento dBMA ¥ sin embargo, la estabilidad observada
en las concentraciones plasmaticas del ADMA tragegticio agudo junto con la falta de correlacién
con los cambios en la homocisteina parece indioar & efecto del ejercicio sobre los niveles de
metilargininas no estaria relacionado directameotela actividad del enzima DDAH.

Los niveles de metilargininas se regulan a trawsl@s enzimas, las PRMTs y la DDAH.
Todas ellas derivan de la proteolisis de los residie arginina metilados por las PRMTs y ademas, el
ADMA y el NMMA pueden degradarse a citrulina y monodimetilaminas por la DDAH. La
produccion de metilargininas puede elevarse porregalacion positiva de las PRMTs o por una
mayor actividad proteolitica que aumentara su aanaeion intracelular, de manera que si el sistema
de transporte transmembrana CAT no esta saturacgstmulard su exportacion extracelular
elevando la concentracién plasmétiéaDel mismo modo, un descenso en la actividad dzDAH
incrementara los niveles de ADMA y NMMA, tanto imttomo extracelularmente. Por el contrario, un
descenso en la expresion o una inhibicion de lag,Cdecelerara la salida de metilargininas
incrementando la concentracion intracelular y dismpéndo la extracelular. Asi, el andlisis de estos
metabolitos en sangre puede dar informacién sdbreeanismo involucrado en los posibles cambios
producidos por el ejercicio y el entrenamiento. &imbargo, debido a que el SDMA no es un sustrato
de la DDAH, su produccion se ve afectada por loshias en la metilacién/proteolisis de las proteinas

y en la actividad de las CAT pero no por los cambén la actividad de la DDAH. Ademas, a

154



Discusion

diferencia del ADMA de la que sélo una pequefaidadtes eliminada por el rifion, la principal via
de eliminacién del SDMA del organismo es la ex@mairinaria®’. Por lo tanto, una reduccién de la
actividad de la DDAH se traduciria en un aumentdadelacion de ADMA/SDMA mientras que su
activacion o un cambio en la eficiencia de la fGnaienal daria lugar a un descenso del ratio.

Los resultados obtenidos mostraron que el desaggis@tio ADMA/SDMA con el ejercicio
agudo estaba asociado al aumento de la concemtrdei®DMA cuya causa podria ser la reduccion
temporal del flujo sanguineo renal y de la taséildacion glomerulai*® que ocurre con el ejercicio,
sin embargo, no se demostraba una asociacionleateaimentos de las concentraciones plasmaticas
de creatinina y de SDMA. Los cambios generalizaelosla metilacion de las proteinas o en la
actividad proteolitica no afectarian a la relacichDMA/SDMA, como también la
activacidn/desactivacion de las CAT afectaria goali a las concentraciones de ADMA y de SDMA.
Los restos de arginina de las proteinas se metdanétricamente por las isoformas de clase 1 de las
PRMTs y simétricamente por isoformas de clase 2, lpaanto, la disminucién de la relacion
ADMA/SDMA también podria estar reflejando cambiefativos en la actividad de ambas isoformas,
sin embargo, este proceso deberia ir acompafadmaleclevacion paralela de la produccion de
NMMA gue no se observa en nuestros deportistasugatanto las PRMTs de clase 1 como las de
clase 2 dan lugar a NMMA, aunque no puede dessartatalmente dada la baja sensibilidad del
método analitico para esta magnitud.

Los mecanismos subyacentes a la disminucion deneeatracion plasmatica de ADMA con
el entrenamiento no han sido dilucidados, pero @ felacionado con una mayor expresion de
DDAH*® Sin embargo, en nuestro estudio, el hallazgougela disminucion de la concentracion de
ADMA con el entrenamiento se acompafiaba de unaimisnin paralela de SDMA, manteniendo
constante del ratio ADMA/SDMA a lo largo de la tesmppda parece apuntar a un descenso adaptativo

en la actividad proteolitica, en la actividad dePRMTs o en la actividad de las CAT.
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La seleccion del grupo experimental de deportistapermitido minimizar la posible
influencia de variables fisiol6gicas o relacionadas los habitos de vida de los
individuos. La comparacion de ambos grupos de disfas con respecto a los datos
antropométricos mostraba diferencias muy signifieat que, sin embargo, no
afectaban a la magnitud de los cambios metabd&ticos! ejercicio agudo observados
para la mayoria de los FRC estudiados.

El tipo de ejercicio realizado no inducia diferescien la variacion del volumen
plasmético observada a los 30 minutos de la prdebasfuerzo aunque el nivel de
entrenamiento parecia influir en la magnitud decssebio, siendo este menor en el
momento de la temporada en que los deportistabagssometidos a entrenamientos
de mas elevada intensidad.

Tras el ejercicio se observaba un aumento en slertas magnitudes generales
estudiadas que, ademas de los mecanismos pakiEwgjae puedan afectar a cada una
de ellas, puede tener un promotor comun en los icanaldaptativos que ocurren en la
funcion renal, al menos para la creatinina, elauyatas proteinas/albumina, dada la
asociacion observada en estos cambios a lo largotdmporada.

La respuesta incremental al ejercicio agudo enntascadores lipidicos de riesgo
cardiovascular tradicionales era independientetigel de ejercicio y del nivel de
entrenamiento, un comportamiento que se ve refiejachbién en los marcadores de
tipo emergente, como las apolipoproteinas A y B. dambio, el ejercicio y el
entrenamiento no causaban efectos significativoslosn niveles séricos de la
lipoproteina (a).

Los deportistas mostraban una débil respuestamaflaria al ejercicio fisico agudo
practicado de acuerdo al cambio observado en laseatraciones de PCRus a los 30
minutos de la finalizacion de las pruebas, el cer@ independiente del tipo de
ejercicio realizado. Un mayor nivel de entrenantepdrecia atenuar esta respuesta
inflamatoria al ejercicio agudo.

El aumento de las concentraciones plasméaticas dwdisteina total después del
ejercicio estaba relacionado con unas mayores ntmac@ones de rHcy,
presumiblemente inducidas por su exportacion aeliate efecto es independiente
del tipo de ejercicio y del nivel de entrenamieptpodria estar relacionado con los
cambios en la funcién renal. Un mayor nivel de@aramiento no parecia reducir los
niveles plasmaticos basales de este aminotiol

El incremento observado en la homocisteina redudida las pruebas era
proporcionalmente menor que el de la homocisteital, tlo que daba lugar a un
descenso en la relacion de concentraciones. Estei@an el ratio rHcy/tHcy refleja

probablemente una situacion de estrés oxidativoacamulacion de la fraccion unida
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a proteinas que por su mas lenta eliminacion eaqidictambién la elevacion de la
tHcy observada habitualmente en el ejercicio.

A los 30 minutos de la finalizacion de las pruels&spbservaba un incremento en las
concentraciones séricas de NO, en forma de nitytasitratos, en respuesta al
ejercicio fisico agudo que era independiente d® tile ejercicio y del nivel de
entrenamiento. Ademas, el aumento correspondieni ¢ observaba en las
concentraciones de L-arginina y L-citrulina puedegarar que la biodisponibilidad
del precursor del NO en las células endotelialessté comprometida.

El ejercicio Unicamente elevaba las concentracialeeSDMA tras la realizacion de
las pruebas, con independencia del deporte y delento de la temporada, mientras
gue un mayor nivel de entrenamiento reducia lazestraciones pre-ejercicio de
ADMA y SDMA, si afectar a la relacibon ADMA/SDMA. Rsto que la eliminacién de
ambas metilargininas esta regulada por mecanisifergntes, este efecto beneficioso
del entrenamiento sobre el ADMA puede estar refeo con un descenso en su

produccion.



El desarrollo del trabajo de investigacion real@adra la presentacion de esta tesis doctoral
ha dado lugar a un trabajo tituladNuevos efectos del ejercicio fisico y del entreeatoi en los
factores de riesgo cardiovascular emergentgsemiado con el tercer puesto en“Ell Premio
Nacional de investigacion en Medicina del Deporédrgado por la Escuela de Medicina del Deporte
y la Universidad de Oviedo en abril de 2010, asi@@ las siguientes publicaciones, que se adjuntan

en al Anexo | de la presente memoria:

Venta R, Cruz E, Valcéarcel G, Terrados N. Plasntarvins, Amino
Acids, and Renal Function in Postexercise Hyperlaysiginemia.
Med Sci Sports Exerc. 2009;41(8):1645-51.

Terrados N, Valcéarcel G, Venta R. New cardiovascuikk factors
and physical activity. Apunts Med Esport. 2010;45(t201-8.
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ABSTRACT

VENTA, R., E. CRUZ, G. VALCARCEL, and N. TERRADOS. Plasma Vitamins, Amino Acids, and Renal Function in Postexercise
Hyperhomocysteinemia. Med. Sci. Sports Exerc., Vol. 41, No. 8, pp. 1645-1651, 2009. Several studies have assessed the effect of the
physical activity on plasma homocysteine (Hcy) concentrations, although the findings have been contradictory, and the exact
mechanism by which plasma Hcy concentrations varied after an acute intense exercise remains unknown. Purpose: We studied the
effect of different acute aerobic intense exercises on plasma, reduced, and total Hey (rHcy, tHey) and cysteine (rCys, tCys) and on its
metabolically related vitamins and amino acids. Parallel effects on renal function were assessed by plasma creatinine. Methods: Fifteen
cyclists and 14 kayakers were examined before and 30 + 5 min after a specific test to exhaustion during a low-intensity training period.
Results: After a bout of specific exercise, the concentrations of aminothiols were increased regardless of the group considered. Plasma
concentrations were higher than baseline values in tHey (17.7 = 1.5%; P < 0.001), rHey (10.6 = 1.6%; P < 0.001), tCys (9.9 + 1.6%;
P <0.001), and rCys (7.6 £ 2.2%; P < 0.01). Both groups showed significant elevations of pyridoxal-5"-phosphate (PLP; P < 0.01),
vitamin Bj, (P < 0.001), and creatinine concentrations (P < 0.001) after acute exercises, but no changes were seen in folate. Changes in
plasma aminothiols after exercise did not reach significant correlation with changes in free amino acids or baseline vitamins, but
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significant and positive correlations were observed with changes in plasma PLP, vitamin B),, and creatinine concentrations, when the
pooled data were considered. Conclusions: Our results show that higher plasma concentrations of tHcy after an acute intense exercise
are associated to higher concentrations of rHey, and this effect is independent of the type of exercise, vitamin status, or amino acid
metabolic stress but could be related to potential changes in the renal function. Key Words: HOMOCYSTEINE, EXERCISE,
CREATININE, VITAMIN B,,, PLP, FOLATE, FREE PLASMA AMINO ACIDS

omocysteine (Hcy) is a sulfur-containing amino Regular physical activity is now well established as a key

acid derivative of methionine, which has been

argued as a risk factor for the development of
cardiovascular disease (CVD) (6,35). Moderate elevations
in plasma total homocysteine (tHcy) concentrations have
been involved in atherosclerosis through different mecha-
nisms (16,37): a prothrombotic effect due to the interaction
with procoagulant factors, a direct cytotoxic effect on
endothelial cells, or an in vivo endothelial dysfunction due
to the promotion of inflammation or oxidative stress.
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component in the maintenance of good health and disease
prevention, and there has been specifically recognized to
reduce the risk for the development of CVD (2). This effect
is generally associated with more favorable novel and
traditional cardiovascular biomarkers levels (19), but for
plasma tHcy, the results are contradictory. There is a
spectrum of studies directly investigating the effect of
physical exercise on plasma tHcy. Lower plasma concen-
trations of tHcy have been observed in subjects practicing
regular physical activity (23) and were inversely related to
cardiorespiratory fitness (VOomax) (31), although these
observations have not been a constant finding. On the
contrary, acute intense exercise has been demonstrated to
increase plasma tHcy concentrations (15), in an extent
somehow related with the type, duration, and intensity of
exercise.

The exact mechanism by which plasma tHecy concen-
trations increase after an acute intense exercise is unknown.
It has been shown that acute exercise increases oxygen
uptake and free radical production (14), which in turn could
influence thiol-disulfide exchange and thiol redox reactions

Copyright © 2009 by the American College of Sports Medicine. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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leading to increased oxidized forms in plasma and,
therefore, increased tHcy concentrations. Two additional
mechanisms for the hyperhomocysteinemic effect of stren-
uous exercise may involve the nonenergetic exercise-
induced metabolic stress. First, exercise may involve an
increased demand of several methylated substrates, such as
creatine or acetylcholine (10), giving rise to an accelerated
consumption of the methyl donor S-adenosylmethionine,
converted into S-adenosylhomocysteine, which is reversible
hydrolyzed to Hcy and adenosine (28). Second, acute
physical activity may cause muscular damage and acceler-
ate protein catabolism, which will produce an increase of
muscular amino acid pools and, in turn, of the Hcy
production in the methionine metabolism (10,32). In both
situations, the primary synthesis of Hcy occurs in the
reduced form, and the excess of reduced Hcy (rHcy) for the
capacity of remethylation and transsulfuration pathways
undergoes export to the extracellular space and oxidation
(3). As a result, it could be hypothesized that an increase in
plasma rHcy could be detected along with the increase in
plasma tHcy. On the contrary, a possible finding of
increased tHcy concentrations after exercise without con-
comitant higher concentrations of rHcy would be related to
substantial differences in the clearance rates of the oxidized
and reduced forms from blood, as it has been previously
referred (12).

Exercise has long been associated with an increased
amino acid turnover and with several plasma changes in
amino acid concentrations. Quantitatively, most important
changes are due to increased muscular capture of plasma
branched-chain amino acids for energetic metabolism and
export to circulation of alanine (Ala) and glutamine for
gluconeogenesis in liver cells, but minor effects on plasma
concentrations of other amino acids have also been
identified (32). Changes in plasma concentrations of Hcy
and other aminothiols in exercise may also respond to this
enhanced metabolic stress. On the other hand, the metab-
olism of sulfur amino acids requires the coenzyme function
of vitamin B;, and folate in the remethylation of Hcy to
methionine (Met), as well as pyridoxal-5-phosphate (PLP),
the active form of vitamin Bg, in the transsulfuration
pathway through cystathionine and cysteine (Cys). Like-
wise, PLP is a coenzyme for transaminases, decarboxylases,
and other enzymes used in metabolic transformations of
amino acids, and folate participates in some of these
processes as part of the one-carbon pool. Thus, in acute
exercise, altered vitamin availability may contribute to the
hyperhomocysteinemia and to other plasma amino acid
changes.

On the other hand, a potential relationship between the
exercise-induced changes in plasma tHcy concentrations
and renal function has not received as much attention as
was to be expected of the interaction showed in the general
population (23). Therefore, the aim of this study was to
investigate the effect of incremental bouts of two aerobic
intense exercises, cycling and kayaking, which represent

very different muscular demands, on plasma reduced and
total concentrations of Hcy and Cys (rCys, tCys) and on the
metabolically related vitamins B¢ and Bj,, folate, amino
acids, and creatinine. Plasma changes were studied in
young healthy athletes before and after a single bout of
specific exercise during a less intense training period at the
beginning of the season.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

Twenty-nine healthy male aerobic athletes aged between
14 and 22 yr were included into the study: 15 cyclists
younger than 23 yr from a nonprofessional cycling team,
performing long-duration aerobic training and 14 kayakers
from the Spanish Junior National Team, performing shorter
and more intense aerobic training and resistance—strength
training. Men were selected as subjects because of the
stability of their hormonal status.

The study was performed in accordance with the Helsinki
Declaration of the World Medical Association, and in-
formed consent was requested from parents and subjects.
Each participant gave written, informed consent, and the
study protocol was approved by the external Regional
Ethical Committee of Clinical Investigation of the Princi-
pado de Asturias. At recruitment, all participants underwent
a medical examination.

Experimental Procedure

Participants were studied during a period of low-intensity
training and were advised to avoid changes in dietetic or
lifestyle habits the week before the experiment. Cyclists and
kayakers underwent a bout of incremental specific exercise
test to exhaustion, described elsewhere, lasting approxi-
mately 28 min in cyclists and 21 min in kayakers (7,20).
Tests were carried out in a cycle ergometer (Orion S.T.E.,
Toulouse, France) and a kayak ergometer (Modest, Odense,
Denmark). Expired respiratory gases, VOomax, and RER
were determined by a metabolic cart (V. 29; Sensor-
Medics, Corp, Yorba Linda, CA). HR was continuously
monitored by telemetry (Polar, Kempele, Finland), and the
capillary blood lactate concentration was analyzed by an
electroenzymatic method (Analox GM7, London, England).

Blood Sampling and Processing

After an overnight fast, immediately before and 30 + 5 min
after the exercise test, venous blood samples were collected
from antecubital vein in four evacuated tubes for each
subject: a) plain tubes for analysis of folate and vitamin B,
and basic metabolites including creatinine (Vacuette;
Greiner Bio-one, Kremansmiinster, Austria); b) heparinized
tubes for amino acids (Vacuette); c) EDTA-containing tubes
for hemoglobin, hematocrit, and vitamin B4 (Vacuette); and
d) acidified sodium citrate (pH 4.3)-containing tubes for
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analysis of reduced and total Hcy and Cys (Stabilyte;
Biopool, Umed, Sweden).

For heparinized and acidified citrate plasma samples,
tubes were immediately transported to the laboratory in a
refrigerated container and then centrifuged at 3000g for
5 min at 4°C. Blood without anticoagulant was allowed to
clot for 10 min at room temperature and centrifuged at
2000g for 10 min at 4°C. Plasma and serum samples were
aliquoted and stored at —80°C until analysis.

Whole-blood EDTA tubes were directly introduced in a
Sysmex XE2100 (Roche Diagnostics, Mannheim, Ger-
many) to measure hemoglobin and hematocrit. Both data
were used to account for plasma volume change after
exercise, according to the formula from Dill and Costill (5).
Before statistical analysis, the concentrations of plasma
aminothiols, vitamins, amino acids, and creatinine were
adjusted for plasma volume change after exercise.

For every metabolite, pre- and postexercise samples were
analyzed in the same batch.

Biochemical Analyses

Hcy and Cys. Acidified sodium citrate plasma samples
were analyzed within 2 wk after storage at —80°C, a period
that allows a satisfactory recovery of the reduced forms of
aminothiols (38). Total concentrations were analyzed as
described by Pfeiffer et al. (21), and reduced plasma
concentrations were assessed using a derived method
previously validated in our laboratory (33), with minor
modifications.

In short, total thiols were determined in the plasma after
reduction with tris(2-carboxyethyl)phosphine and protein
precipitation with trichloroacetic acid (TCA). The clear
TCA supernatants were incubated for 60 min at 60°C with
4-fluoro-7-sulfobenzofurazan (SBD-F) in sodium borate
buffer, pH 10. For reduced thiols analysis, plasma was
directly incubated with SBD-F in borate buffer at 60°C for
60 min and further precipitated with TCA. Thiol separations
were performed by isocratic reversed-phase high-perfor-
mance liquid chromatography (RP-HPLC; Breeze Waters,
Milford, MA) according to the method of Pfeiffer.

Quantitative analysis was performed with the use of a
common Hcy/Cys external standard in both procedures,
as well as an internal standard, cisteamine, in the total
concentrations determination. The within-day and between-
day coefficients of variation were below 2.8% and 4.1%
and below 4.1% and 12.1% for total and reduced concen-
trations, respectively.

Amino acids, vitamins, and creatinine. Meca-
surements of amino acid concentrations in heparinized
plasma samples were performed by gradient RP-HPLC
using the Pico Tag method (Waters) according to the
manufacturer’s specifications. Methionine sulphone was
used as internal standard as well as a calibration mixture
of two commercial solutions (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) of acid-neutral and basic amino acids in HCl 0.1

mol'L ™', The within-day and between-day coefficients of
variation ranged between 5.4% and 9.9%.

The assay for plasma vitamin Bg, as PLP, on the basis of
precolumn derivatization and fluorometric detection, was
performed by isocratric RP-HPLC as described by Talwar
et al. (30). A commercially certified calibrator (Chromsys-
tems, Martinsried, Germany) was used. The within-day and
between-day coefficients of variation were 2.3% and 5.3%,
respectively, at the concentration of 55.9 nmol-L™".

Serum concentrations of creatinine and vitamin B, and
folate were determined with a Jaffe kinetic method and
electrochemiluminescence immunoassays, respectively, in
an SWA Modular Analytics from Roche Diagnostics.

Statistical Analysis

Data are given as mean £ SEM or median and percentiles
(Pyg), according to their distribution. Gaussian distribution
was assessed by the Shapiro—Wilk test and by the
verification of the straightness of a normal plot. Log
transformations were needed for PLP and folate in the
comparison tests. Main effects were analyzed by two-way
ANOVA (exercise x group) for repeated measures with
exercise as the repeated measure. The relation between
variables was evaluated by Pearson correlation coefficient
or Spearman rank-order correlation coefficient, as appro-
priate. Two-tailed P < 0.05 values were considered
statistically significant. The statistical analysis was carried
out with the SPSS software (11.0 for Windows; SPSS, Inc.,
Chicago, IL).

RESULTS

Anthropometric, biochemical, and hematological character-
istics of subjects before exercise tests are shown in Table 1.
Significant differences between kayakers and cyclists were
observed in the anthropometric data, in the extension of
training period (50% longer in cyclists), and in baseline
level of fitness (20% higher VO, in cyclists). However,
the most common biochemical and hematological analytes
were similar in both groups, with the exception of a
significantly higher hemoglobin concentration in cyclists.

TABLE 1. Anthropometrical and hematological data at baseline.

Kayakers Cyclists

Age (yr) 17 +1 ARES
Body weight (kg) 76.3 +1.1 67.4 +15%**
Height (cm) 1784 £+ 1.6 177.7 £1.2
BMI (kg'm2) 23.9+0.3 21.3 + 0.4***
Body fat (%) 112+ 04 9.6 + 0.2**
SM4 (mm) 35.3+29 248 +1.1**
V0omax (ML-kg™"min~") 59.0+18 714 +13%*
Training period (yr) 55+0.1 11.7 £ 0.3***
Hemoglobin (mmol-L™") 9.07 £ 0.13 9.56 + 0.12**
Hematocrit (%) 443 £ 0.7 442 + 0.6

Values are means + SEM. Differences between groups:

**p < 0.01.

***p < 0.001.

BMI, body mass index; SM4, sum of four skinfolds; VOamas, maximal oxygen
consumption.
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TABLE 2. Plasma or serum concentrations of aminothiols, vitamins, creatinine, and ratios (x100) before and after exercise.

Kayakers Cyclists
Before After Before After

rHey (wmol-L™ )32 0.182 £ 0.013 0.197 £ 0.013 0.149 + 0.006 0.167 + 0.006
tHey (uwmol-L™")? 6.97 + 0.44 8.16 = 0.48 6.68 + 0.27 7.87 £ 0.33
rCys (wmol-L™")? 479 + 0.26 493 +0.21 4.76 +0.13 5.26 + 0.20
tCys (wmol-L™")2P 176.4 + 3.4 188.5 + 5.1 187.6 + 3.9 2112 +55
rHey/rCys®? 3.86 £ 0.24 4.02 +0.22 317 +0.15 3.23+0.16
tHey/tCys®® 3.94 + 0.21 431 +0.22 357 +0.15 3.75+0.15
PLP (nmol-L™")? 81.5 (201.9) 89.9 (223.6) 74.5 (529.3) 92.1 (655.1)
Vitamin By, (pmol-L~")3? 342 + 21 375 + 21 696 + 77 745 + 95
Folate (nmol-L™") 15.4 (34.2) 15.9 (26.1) 19.9 (36.7) 19.9 (36.2)
Creatinine (wmol-L™")? 87.7+23 109.9 + 4.2 89.2+2.0 109.3 £ 1.8

Values are means + SEM or median (Poo). Log-transformed data were used for PLP and folate.

2 Significant main effects from ANOVA: acute exercise.
b Significant main effects from ANOVA: group.
¢ Significant main effects from ANOVA: exercise x group interaction.

PLP, pyridoxal-5"-phosphate; rCys, reduced Cys; rHey, reduced Hcy; tCys, total Cys; tHey, total Hey.

After an incremental bout of specific exercise, the
concentrations of aminothiols were increased regardless of
the group considered, as shown in Table 2. Plasma
concentrations were significantly higher than baseline
values in tHey (17.7 £ 1.5%; F = 122, P < 0.001) as well
as in tCys (9.9 + 1.6%; F = 42.7, P < 0.001). Likewise,
reduced forms in plasma were increased after exercise
10.6 = 1.6% for rHey (F =39.2, P <0.001) and 7.6 + 2.2%
for rtCys (F = 9.4, P < 0.01). Simultaneously, kayakers and
cyclists showed significant elevations of PLP (F = 15.6,
P <0.01), vitamin B;, concentrations (F' = 12.3, P <0.001),
and creatinine (F = 166, P < 0.001) after acute exercises,
but no changes were seen in folate. Groups showed
significant differences in circulating concentrations of rHcy
(F=5.4,P<0.05), tCys (F=38.5 P<0.01), and vitamin
By, (F'=15.6, P <0.01), whereas no differences were seen
in the change with exercise (exercise X group interaction)
in aminothiols and vitamins.

To assess the relative prevalence of aminothiol changes
in plasma, we calculated the respective ratios (Table 2).
Ratios of rHey to rCys (F = 4.5, P < 0.05) and tHcy to tCys
(F = 59.5, P < 0.001) increased after exercise, although
lesser variations were observed in the ratio of tHcy to tCys
after cycling, according to the significant exercise x group
interaction (F = 8.2, P < 0.01).

The total plasma amino acid concentrations at rest were
significantly higher in kayakers than in cyclists as a result

TABLE 3. Plasma concentrations of relevant amino acids before and after exercise.

of the significant higher concentrations of most amino
acids, and these concentrations were modified by the acute
bouts of intense exercise (Table 3). In general, the differ-
ences were low between before and after exercise, except
for Ala, which showed the highest increase (F = 215,
P < 0.001). On the contrary, branched-chain amino acids
decreased after exercise (F = 6.4, P < 0.05). The total
plasma amino acid concentration was increased after
exercise (F = 24.6, P < 0.001) mainly due to the increase
of nonessential amino acids (F = 86.5, P < 0.001).
However, changes in plasma concentrations with exercise
were similar between sports, with the exception of a higher
increase of taurine (Tau) in cyclists (21.1 + 4.7%) compared
that in kayakers (7.8 * 3.3%; exercise x group interaction,
F =46, P<0.05).

Changes in plasma concentrations of reduced and total
aminothiols after both types of exercise did not reach
significant correlation with changes in free amino acids or
baseline vitamins. On the other hand, changes in free amino
acids showed a high degree of covariation, remaining
reciprocally related one to each other. Provided that the
extent of metabolic plasma changes with exercise was not
significantly different between sports (except for Tau), we
also correlated the pooled data of the two groups (Table 4).
Accordingly, significant and positive correlations were seen
among changes in aminothiols, with the exception of that of
rHey with tCys. Likewise, significant and positive correlations

Kayakers Cyclists

Before After Before Atter
Alanine (wmol-L~")#? 302 + 14 492 + 18 256 + 22 427 + 21
Methionine (wmol-L™")? 32+1 33+2 26 + 1 25 + 1
Tau (wmol-L™")a¢ 45 + 2 48 + 2 4 +2 49 + 2
Aromatic amino acids (uwmol-L™")? 184 + 5 186 + 6 146 + 4 155 + 7
Branched-chain amino acids (wmol-L~")*? 430 £ 12 401 + 16 334 + 15 307 + 18
Nonessential amino acids (wmol-L™")*? 1809 + 47 2112 + 54 1598 + 37 1870 + 43
Essential amino acids (wmol-L™")? 1048 + 22 1027 + 35 811 + 26 793 + 33
Total amino acids (uwmol-L~")?? 3170 + 69 3451 + 84 2656 + 50 2913 + 66

Values are means + SEM.

4 Significant main effects from ANOVA: acute exercise.

b Significant main effects from ANOVA: group.

¢ Significant main effects from ANOVA: exercise x group interaction.
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TABLE 4. Correlations between percentages of change before and after exercise in
pooled data (n = 29).

rHey tHey tCys tCys
tHey 0.437* — — —
rCys 0.647*** 0.426* — —
tCys 0.305 0.723*** 0.610*** —
PLP 0.579*** 0.410* 0.534** 0.438*
Vitamin By, 0.426* 0.429* 0.470** 0.473**
Folate 0.337 0.198 0.315 0.235
Creatinine 0.349 0.381* 0.419* 0.528**

Spearman’s rank correlation was used for PLP and folate; otherwise, Pearson correlation
coefficient was used.

PLP, pyridoxal-5"-phosphate; reduced Cys; rHey, reduced Hey; tCys, total Cys; tHcy, total
Hey; rCys.

*P < 0.05.

**P<0.01.

***p < 0.001.

were seen between changes in reduced and total aminothiols
with changes in PLP and vitamin B, and with changes in
plasma creatinine concentrations.

DISCUSSION

The main finding of this study indicates that the acute
physical activity increased plasma concentrations of tHcy in
association with an increase in rHcy, and this hyper-
homocysteinemic effect seems to be independent of the
type of exercise and the vitamin status. Moreover, after the
specific tests for kayaking and cycling, no significant
differences were seen among changes produced in plasma
reduced and total Hcy and Cys and in its metabolically
related vitamins. In general, these changes in plasma
aminothiols were interrelated with each other and correlated
positively with changes in PLP, vitamin B,,, and creatinine
but not with changes in folate or amino acids.

According to the respective reduced and total ratios,
plasma changes in Hcy concentrations with exercise exceed
those observed in Cys in both groups. On the other hand,
total and reduced aminothiol concentrations in plasma were
similar to those reported in different studies using SBD-F
(26,34) in healthy middle-age and older controls (rHcy
0.09 + 0.03 and 0.17 + 0.06 wmol-.L™'; tHey 11 + 3 and
141 + 6.6 umolL™', respectively). Likewise, similar
plasma concentrations were observed with other derivatiza-
tion procedures, such as 4,4-dithiopyridine (1) in healthy
elderly subjects (rHey 0.18 + 0.08 wmol-L™'; tHey 14.1 +
4.9 pwmol-L™"), monobromobimane (38) in healthy adults
(rHey 0.18 + 0.01 wmol-L™"; tHey 6.5 + 0.3 wmol-L™"), or
4-aminosulfonyl-7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazole (4) in
healthy controls (rHcy 0.11-0.24 umol-L™'; tHcy 8.4—
14.5 umol-'L™"). However, it has recently been observed
that derivatization of reduced thiols by the SBD-F method
could be affected by thiol exchange reactions (25); therefore,
some artifact in the measured concentrations cannot be
excluded in the present study.

Several lifestyle and physiological factors have been
related to the variations of the circulating concentrations of
tHey (23), age, sex, diet, tobacco, alcohol, coffee, or regular
physical activity. Therefore, the selection of the experimen-

tal groups in this study was directed to minimize the
influence of those variables and, in fact, the increase in
tHey after kayaking and cycling occurred within the
recommended ranges. On the other hand, comparison of
both groups concerning anthropometrical data or training
level showed significant differences that, however, did not
affect the extent of plasma aminothiol changes in both
exercises, pointing to hyperhomocysteinemia as an inde-
pendent effect of the type of acute exercise studied.

The effect of acute exercise on plasma tHcy concen-
trations in active individuals has been examined in several
studies. Increased plasma tHcy concentrations have also
been observed in runners on treadmill after 30 min (39),
marathon runners (10,22), swimmers after 3 wk of training
(11), and athletes of triathlon after competition (15). On the
contrary, some studies reporting plasma tHcy after an acute
bout of exercise in a cycle ergometer have found no
changes (27) or even decreases in trained subjects (9). It has
been reported that the extent of change in plasma concen-
trations of tHcy depends on the type and duration of the
exercise (10), as opposite to the present results, but
discrepancies in data of tHcy within laboratories may be
caused by different methodologies or experimental proce-
dures. Thus, differences in the time of sampling after the
cessation of the exercise may show temporal fluctuations in
the tHcy concentrations, and there can also be changes in
plasma volume when no corrections by appropriate formu-
las have been applied. In our study, a 30-min delay in
sampling results in a prevalence of the hemodilution with
plasma volume changes of 4.5 = 1.2% in kayakers and 8.0 +
1.1% in cyclists. These values are similar to those reported
by Medved et al. (18) after 30 min of recovery of successive
bouts of exercise until exhaustion on a cycle ergometer.

The effect of acute exercise on plasma rHcy has not
received a deal of attention. Zinellu et al. (40) found lower
concentrations of rHcy immediately after incremental cycle
ergometer tests in two groups, athletes and sedentary
subjects, whereas they did not observe equivalent changes
in tHcy and they concluded that the change in Hcy after
physical activity could be due to metabolic effects rather
than redox thiol imbalances. Furthermore, in the same
subjects, Sotgia et al. (27) have related these changes in
plasma rHcy levels with the increase in plasma creatine
concentrations observed.

These findings are apparently opposed to those observed
in our study, showing increases of rHcy and tHcy 30 min
after acute exercises, but different recovery periods after
exercise in both experiments may explain the discrepancies.
Dynamic changes in tHcy and tCys concentrations during
incremental exercise and recovery has been described (9)
with a significant fall in plasma during exercise and return
to baseline values from the 2nd min of recovery until the
15th min. Conceivably, the longer period of recovery in our
study could be responsible for the higher-than-baseline
tHcy and rHey concentrations observed. Thus, significant
equivalent increases of 10% in plasma tHcy have been
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observed 30 min after running on a treadmill (39) or 19% in
marathon runners 24 h after finishing the race (22).

Resting plasma amino acid concentrations were within
the range of previously reported values (17). These resting
concentrations varied significantly between sports and
differences may be due to minor variations in protein
content of the diet before the overnight fast and to different
body mass index or physical training. Acute tests of
kayaking and cycling caused an increase in concentrations
of nonessential and total amino acids, an effect that has also
been observed in other studies (32) in the recovery period of
a test in cycle ergometer. Interestingly, in both groups,
changes in amino acid concentrations were equivalent, and
no consistent correlations were shown among postexercise
concentrations of reduced or total aminothiols and baseline
or postexercise amino acids. These results seem not to
support our assumption of the relationship between exer-
cise-induced metabolic stress on amino acid metabolism
and enhanced Hcy production.

Resting concentrations of folate, PLP, and vitamin B,
seemed to be adequate in both groups of athletes, although
consistently higher vitamin B;, concentrations were ob-
served in cyclists. Likewise, an increase in concentrations
of PLP and vitamin B, occurred after respective bouts of
physical exercise, the extent of which directly correlated
with change in reduced and total aminothiols when the
pooled data were considered to overcome the small number
of athletes enrolled. The association of the increased
postexercise tHcy with baseline concentrations of metabol-
ically related B vitamins has been examined in previous
studies, and contradictory inverse relationships have been
reported, either with baseline folate after a sprint triathlon
(15) or with resting vitamin Bj, after a high-intensity
training in swimming (11). Differences in physical activities
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Abstract

Recent research has suggested that a number of new cardiovascular risk factors should be
added to the ‘traditional’ risk factors of hypercholesterolemia, hypertension, hypergly-
caemia, nicotine poisoning, etc. Some of these non-conventional, ‘emergent’ conditions
are related to plasma lipids whilst others, for example, markers of inflammation,
homocysteinaemia, impaired fasting glycaemia and asymmetric dimethylarginine, are not.
The emergent factors have obvious implications for preventative and therapeutic
decisions. Physical exercise can have a modifying effect, though this is not, as yet,
generally well known (especially with regard to homocysteinaemia and asymmetric
dimethylarginine).

© 2010 Consell Catala de U’Esport. Generalitat de Catalunya. Published by Elsevier Espaia,
S.L. All rights reserved.

Los nuevos factores de riesgo cardiovascular y la actividad fisica

Resumen

Desde hace anos se conocen varios factores de riesgo cardiovascular, llamados
tradicionales, como son la hipercolesterolemia, la hipertension, la hiperglucemia, el
tabaquismo etc. Por otra parte, a lo largo de los Ultimos anos han surgido con fuerza,
estudios que proponen la introduccion de nuevos factores de riesgo cardiovascular, no
convencionales o «emergentes», varios de ellos relacionados con los lipidos plasmaticos,
pero otros no, como son; los marcadores de inflamacion, la homocisteinemia, la glucemia
en ayunas alterada, y la dimetilarginina asimétrica. Con sus consiguientes implicaciones en
las decisiones preventivas y terapéuticas. Estos factores de riesgo emergentes, también
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pueden ser modificados por el ejercicio fisico, pero este efecto es poco conocido todavia,
sobre todo en lo que respecta a la homocisteina y a la dimetilarginina asimétrica.
© 2010 Consell Catala de UEsport. Generalitat de Catalunya. Publicado por Elsevier
Espafa, S.L. Todos los derechos reservados.

Introduction main cardiovascular risk factors have been published by

A cardiovascular risk factor (CRF) is a biological character-
istic or behaviour that increases the possibility of cardio-
vascular disease (CVD).! The concept of risk factors first
appeared some fifty years ago with the publication of the
Framingham Study.? Since that time, advances in the field of
epidemiology have made large scale clinical studies possible
and have led to the identification of a series of cardiovas-
cular disease risk factors that induce the formation of
atheromatous plaques. The establishment of a specific
biological characteristic, environmental factor or habit as
a CRF requires a standardised methodology; concordant
prospective studies; an added effect when various risk
factors concur in an individual; and that the modification of
the factor (in the case that the factor is modifiable) results
in a diminution of the risk (Table 1).3

Historically, there has been clear evidence of a series of
‘traditional’ CRFs, such as hypercholesterolemia, hyperten-
sion, hyperglycaemia, nicotine poisoning, sedentarism, etc.,
which have been used in the stratification of individual risk.*
In the recent past, a number of important studies have
proposed the inclusion of new or ‘emergent’ CRFs in the
evaluation and stratification of cardiovascular risk and this
has implications for preventative and therapeutic strategies.

Numerous documents and reports that include recom-
mendations for the prevention of CVD and control of the

Table 1  Major (‘traditional’) cardiovascular risk factors.*

Age and sex (men>45 years old, women>55 years old)
Nicotine poisoning
Arterial hypertension (AP>140/90 mmHg or undergoing
antihypertensive treatment)
Increased LDL cholesterol
Fall in HDL cholesterol (<40 mg/dl)®
Family history of premature coronary heart disease
Male first degree relatives <55 years
Female first degree relatives <65 years
Diabetes mellitus®
Lifestyle (overweight/obesity, sedentarism, atherogenic
diet)®
AP: arterial pressure; HDL: high density lipoproteins; LDL:
!ow density lipoproteins.
Adapted from the
Program (NCEP)*.
2lf HDL cholesterol is >60mg/dl, it is considered as a
‘negative’ risk factor”.
PDiabetes mellitus carries a risk equivalent to a secondary
prevention situation.
“These factors are not computed in the algorithms for
stratification of risk.

National Cholesterol Education

national and international scientific institutions and organi-
sations (from the USA, Europe,’ etc.). Following the latest
recommendations of the world renowned National Choles-
terol Education Program (NCEP),* Table 1 lists the most
significant ‘traditional’ CRFs whilst Table 2 shows the
‘emergent’ factors. Some of the ‘new’ factors have been
recognised for decades though they have been subject to
debate and controversy and consensus has not been reached
on their inclusion in cardiovascular risk evaluation.

The NCEP Panel Ill identifies three classes of CRFs that
influence the possibilities of suffering CVD, although only
the first two are relevant to the modification of treatment
objectives: major CRFs, factors linked to lifestyles and
emergent risk factors.

Panel Ill recognises that, in addition to the main CRFs, CVD
is influenced by the presence of other factors whose
modification can have a positive effect on some of the major
CRFs and reduce risk; these therefore represent direct
treatment objectives. These factors act through other
intermediate elements or worsen independent risk factors
such as, obesity, sedentarism, a family history of premature
CVD, psychosocial conditions or being male. Although they do
not figure in algorithm calculations on the stratification of
risk,® two of them, obesity and sedentarism, are considered
as causal CRFs by the American Heart Association.

Traditional cardiovascular risk factors

Lipid risk factors

Hypercholesterolemia is one of the main cardiovascular risk
factors that is modifiable. The Multiple Risk Factor Interven-
tion Trial demonstrated the existence of a continuous and

Table 2 Emergent cardiovascular risk factors.

Lipid risk factors
Total cholesterol quotient/HDL cholesterol
Apolipoproteins
HDL subclasses
Triglycerides
“Small and dense” LDL particles
Residual or remnant lipoproteins

Non-lipid risk factors
Markers of inflammation
Homocysteinaemia
Impaired fasting glycaemia
Thrombogenic/hemostatic factors

HDL: high-density lipoproteins; LDL: low-density lipopro-
teins.
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graded relationship between cholesterolemia and total
mortality and mortality due to ischemic heart disease.”

The three main classes of lipoproteins are: low-density
lipoproteins (LDLs); high-density lipoproteins (HDLs); and
very low-density lipoproteins (VLDLs). There is another class
of lipoproteins known as intermediate-density lipoproteins
(IDLs) that is between VLDL and LDL, though in clinical
practice, it is included in the LDL category.

With the exception of HDLs, which play a role in reverse
cholesterol transport and therefore exercise a vasoprotector
action, lipid particles are more atherogenic due to the more
cholesterol that they transport. Chylomicrons carry such a
small quantity of cholesterol that their increase in hyper-
chylomicronemia (type | dyslipidemia) is not associated with
arteriosclerosis lesions. In contrast, with the accumulation
of VLDLs, a fifth of which are made up of cholesterol, an
increase in atherogenesis is observed. Given that LDLs are
particles with a higher level of cholesterol, they are the
main cause of atherogenesis when they are in excess.

Levels of HDL cholesterol are inversely related with the
risk of CVD; they seem to play a protective role against the
onset of atherosclerosis as they capture free cholesterol
from the peripheric tissues such as the cells of the vascular
wall. This cholesterol is transformed into cholesterol esters,
a part of which is transferred to the VLDLs by the cholesterol
esters transfer proteins (CETPs) and returned to the liver by
IDLs and LDLs and another part is transferred directly to the
liver by the HDL particles. The liver reuses the cholesterol
for the synthesis of VLDLs, for the synthesis of bile salts or
excretes it directly into the bile. Therefore, HDLs tend to
reduce cholesterol levels.

Although LDLs receive most attention in clinical manage-
ment, there is a growing body of evidence that indicates
that VLDLs play an important role in atherogenesis.

Non-lipid risk factors

Hypertension

Hypertension is a principal and independent CRF, but its
damaging effect is increased when associated with other
coronary risk factors such as smoking, diabetes and
dyslipidemia. The Sixth Report of the Joint National
Committee on Prevention, Detection, Evaluation, and
Treatment of High Blood Pressure defines hypertension as a
systolic arterial pressure of >140mmHg or diastolic >90
mmHg or the need for antihypertensive treatment.® A
number of studies, for example the Framingham study, have
demonstrated an increase in total mortality and cardiovas-
cular risk in cases of increased levels of arterial pressure
(diastolic and systolic), with a continuous and gradual
relationship.®~"" The association applies to men and women,
young and old alike.

Smoking

Smoking contributes to CVD. The relationship between smoking
and the risk of CVD is dose dependent and affects men and
women equally. Observational studies suggest that stopping
smoking leads to a substantial reduction of the risk of a
cardiovascular event.

Diabetes
Diabetes is defined as the presence of a level of glucose, on
an empty stomach, more than, or equal to, 126 mg/dL."?
The risk of cardiovascular disease is significantly increased
for sufferers of diabetes mellitus type 1 and type 2.' The
increase of risk attributed to hyperglycaemia is independent
of other risk factors such as obesity, overweight or
dyslipidemia that are often observed in diabetics.

Mortality in 80% of diabetes mellitus patients is caused by
complications associated with atherosclerosis with ischemic
heart disease being responsible in 75% of cases.’® In
addition, the risk of acute myocardial infarction in diabetes
mellitus type 2 patients with no previous history of
myocardial infarction is similar to non-diabetics who have
previously suffered a heart attack.™

Although it is probable that strict control of diabetes
reduces micro-vascular disorders and other complications
such as renal disease and retinopathies, statistics relative to
the effects of glycemic control on coronary episodes are
uncertain. Diabetics often present dyslipidemia, charac-
terised by moderate hypercholesterolemia and hypertrigly-
ceridemia with low concentrations of HDL cholesterol that
involve increased cardiovascular risk. This is frequently
associated with central obesity, hyperinsulinism and AHT.
Therefore, the association of numerous CRFs explains why
many individuals already exhibit disorders when they are
diagnosed with diabetes mellitus.

Emergent cardiovascular risk factors
Apolipoproteins

Apolipoprotein A

A apolipoproteins are a group of proteins that are variably
distributed among different lipoproteins. Apo A-l is the most
abundant apolipoprotein in plasma and is nearly 90% of the
HDL and 60-70% of the protein fraction of the sub-fractions
HDL2 and HDL3, respectively. Apo A-l is initially synthesised
in the liver and intestine as a protein precursor, which is
degraded to its mature form in plasma; it is a simple
polypeptide chain that contains 243 amino acids. It is the
highest concentration protein component of HDL and
participates in the reverse transport of cholesterol. The
apolipoprotein apo A-1l is the second highest concentration
protein component of HDL, although it is absent in the HDL2
sub-fraction and plasma levels do not correlate with HDL-
cholesterol levels.

The measurement of concentration of apo A-1 in serum
perfectly reproduces the predictive value of coronary
disease of concentration of HDL in serum. Nevertheless,
this correlation is not valid in subjects with hypertriglyce-
ridemia, in which the fraction of HDL is enriched with
triglycerides and cholesterol is almost absent.

Results of some studies have shown that the relationship
between apo B/apo A-1 is better for evaluating cardiovas-
cular risk than the total cholesterol/HDL cholesterol
relationship or LDL cholesterol/HDL."®' The number of
particles and, in particular, the balance between them, that
is to say, the apo B/apo A-1 relationship, may be more
important than the lipid quantity carried by each particle.
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Apolipoprotein B

B apolipoprotein is a protein of large molecular weight,
present in chylomicrons and VLDL and LDL lipoproteins.
There are two molecular forms in plasma, apo B-100 (apo B)
and apo B-48. Apo B is a unique polypeptide chain of 4536
amino acids (one of the biggest plasma proteins), synthe-
sised in the liver and secreted in VLDLs. It is quantitatively
maintained during the conversion of VLDL to IDL until LDL, of
which it is the only protein component, and for this reason,
levels of apo B are correlated with levels of these
lipoproteins. Studies have established the relationship
between B concentrations in serum and cardiovascular
risk.'8-20

Given that each particle of VLDL, IDL and LDL contains
only one apo B molecule, its concentration in serum reflects
the risk associated with all these atherogenic particles.
Although considered as a risk factor by the NCEP, its
determination is not recommended in clinical practice,
due to the unavailability of clinical guides or risk stratifica-
tion algorithms based on its concentration.

Nevertheless, from an experimental point of view, it can
offer important additional information. Concentration of
apo B in serum provides data on the number of particles,
especially LDL particles, as they contain approximately 90%
of total circulating apo B. It has been suggested that a LDL/
decreased apo B relationship is an indicator of the
predominance of small and dense LDL particles.?'

The estimation of LDL cholesterol using the Friedewald
formula is inexact when triglycerides levels are higher than
300mg/dl and, if no validated direct method or ultracen-
trifugation is available, the concentration of apo B can be
used as an alternative for the stratification of risk and the
setting of therapeutic objectives.?? A modification of the
Friedewald formula has been described for the calculation
of LDL cholesterol that includes apo B. The LDL cholesterol
obtained in this way has been shown to be more indepen-
dent of hypertriglyceridemia than calculations made with
the Friedewald formula.??

Triglycerides

In spite of the evidence put forward by some epidemiolo-
gical studies on the relationship between hypertriglycer-
idemia and incidence of CVD,?*?5 results of other, more
recent, multivariate works do not allow the definitive
classification of triglycerides as an independent CRF.* This
is due to the close relationship between increased levels of
triglycerides and other lipid CRFs (the presence of residual
lipoproteins or remnants of VLDLs and chylomicrons in
plasma, the predominance of ‘small and dense’ particles of
LDL in plasma or decreased plasma concentration of HDL
cholesterol), non-lipid CRFs (hypertension) and emergent
CRFs (glucose intolerance, prothrombotic state). The NCEP
Panel Il believes that increases in levels of triglycerides
(>200mg/dL) are associated with a higher risk of CVD. It is
also commonly associated with other lipid and non-lipid risk
factors and indicates that therapeutic objectives should be
based on lifestyle changes (loss of weight, physical exercise,
stopping smoking). Aerobic exercise reduces levels of
triglycerides and total cholesterol and may increase levels
of HDLs, especially if accompanied by weight loss.

Lipoprotein (a)

In recent years, lipoprotein (a) has attracted enormous
interest as a cardiovascular risk factor.2?’ Lp(a) is a
spherical lipoprotein, rich in cholesterol esters and phos-
pholipids. It has a composition that is similar to LDL and
contains a specific glycoprotein, apolipoprotein (a), linked
by a disulphide bridge to the apolipoprotein B-100. In
addition, it has great structural homology to the plasmino-
gen fibrinolytic proenzyme (Figure 1).2

Avariety of mechanisms that may explain the relationship
between |p(a) and cardiovascular disease have been
described in published works. Firstly, it is argued that as
lp(a) is an LDL particle it plays a role in the initiation,
progression and possible rupture of the atheromatous
plaque. Secondly, it is suggested that this particle competes
with the plasminogen particle and inhibits thrombolytic
activity.?® Finally, cell line studies with rats have shown that
lipoprotein (a) inhibits NO synthesis.°

Although an increase in the plasma concentration of lp(a)
implies a higher risk of CVD, mainly in individuals at greater
global risk,®! the principal consensus documents, such as
the NCEP Panel Ill and the latest European STORE project
proposal*?, do not include it among cardiovascular risk
factors that are computable for the evaluation of overall
risk. This is due to the fact that some studies do not
corroborate independent prediction, based on lp(a) levels,
of suffering CVD**34 and there is no evidence that elimina-
tion benefits the patient.3®

Ultra-sensitive CRP

The inflammatory process characterises all phases of
atherothrombotic development. There are many studies
that relate a variety of elements that intervene in the
inflammatory process with the risk of CVD. These elements
include the intercellular-1 adhesion molecule (ICAM-1);
the vascular-1 adhesion molecule (VCAM-1); E-selectin;
P-selectin; and proinflammatory cytokines, such as inter-
leucine-6 (IL-6), and the tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a). All of the aforementioned have been shown to be
predictors of CRFs.3® In clinical practice, difficulties in
determining these markers and the short half-life of these
molecules in circulatory blood mean that it is not possible to
include them in the daily clinical routine. Of the other

& O @ Phospholipids

) O Cholesterol
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O Q)\A B100 ’Q Triglycerides
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Figure 1 Structure of lipoprotein (a).
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markers of inflammation that have been suggested, such as
serum amyloid A, the leukocyte count, fibrinogen, nitroty-
rosine, myeloperoxidase and c-reactive protein (CRP), only
the latter has been consolidated as a candidate due to its
stability, analysis precision and accessibility.>” The AHA and
CDC (Centers for Disease Control) say that of all the markers
of inflammation, only ultra-sensitive CRP (US-CRP) has the
characteristics necessary for use in clinical practice.3®

Ultra-sensitive CRP (US-CRP) is currently the best
characterised inflammation biomarker and has been esta-
blished as a potential marker of cardiovascular risk. US-CRP
in plasma is a firm candidate for use in clinical practice as it
is considered as an independent predictor of coronary illness
for the general population, for both sexes and for patients
who have already presented clinical manifestations of
CVD.36’37

CRP is a member of the pentraxin family of proteins,
which are characterised by having a pentameric structure
and radial symmetry, formed by five protomers of 24 kD and
206 amino acids that are linked among themselves by non-
covalent bonds and have the capacity to bond to a great
variety of substances, such as phosphocholine, fibronectin,
chromatin, histones and ribonucleoproteins. 3’

The differentiation of monocytes and macrophages that
takes place during atherosclerotic process frees proinflam-
matory molecules, which include interleukin-6 (IL-6), which
activates, in the liver, the liberation of inflammation
markers like CRP. High levels (>10mg/dl) are registered in
bacterial infections though ultra-sensitive analysis can
detect very low levels (0-3mg/dl) that are associated with
the atherosclerotic process. Their half-life is more than 24 h
and their blood levels are not altered by diet.

Homocysteine

In the last decade, numerous studies have been published
that relate homocysteinaemia (Hcy) increases to CVD.**
Nevertheless, the mechanism that controls this relationship
is not completely understood. Homocysteine has a direct
cytotoxic effect on endothelial cells in cultivation. An
alteration in endothelial function has been observed,
evaluated by echo-Doppler, in individuals with moderate
hyperhomocysteinaemia and improvements have been
noted on reducing the concentration of homocysteine by
means of folic acid treatment. It should be remembered
that levels of plasma homocysteine are related to levels of
vitamin B12 and folic acid.*

Homocysteine can promote LDL oxidation through the
production of reactive oxygen species such as hydrogen
peroxide and studies have described the promotion of the
multiplication of smooth muscle cells and a reduction in DNA
synthesis in endothelial cells. A large number of prospective
and retrospective studies support the hypothesis that an
excess of plasma homocysteine is associated with a higher
risk of coronary illness, peripheral and cerebrovascular
disease, 34648

Asymmetric dimethylarginine

The relationship established between a high concentration
of asymmetric dimethylarginine (ADMA) and endothelial

dysfunction and the possible relationship between high
ADMA values and the incidence of cardiovascular accidents
has led a number of research groups to study the association
between high ADMA and death by any cause.

Some studies indicate that ADMA plasma levels may
predict the risk of cardiovascular events. In 2001, Valkonen
et al.*’ showed that subjects with ADMA levels of more than
0.62 umol/L (percentile 75) had almost four times more risk
of suffering an acute cardiovascular event. Similar results
have been described by other authors in cases of patients
with unstable angina; it was noted that those patients with
higher ADMA levels (>0,62 umol/L, percentile 75) had five
times more risk of suffering a cardiovascular event.*

Zoccali et al.”' showed that in haemodialysis patients,
ADMA plasma levels are an independent predictor of
mortality and cardiovascular risk. In their multivariate
study, only ADMA and age were significantly predictive,
independent of the incidence of cardiovascular episodes
(such as chest angina and heart attack) and death by any
cause. Patients whose concentration of plasma ADMA was
above the percentile 75 had three times more risk of
suffering a cardiovascular episode than patients whose
initial ADMA levels were lower than the average.

There are currently a number of case studies, controls
and prospective clinical trials taking place with a variety of
patient populations that are aimed at gaining greater
understanding of the role of ADMA as an independent risk
factor for CVD and mortality. The data generated by these
studies will help determine the significance of ADMA as a risk
factor and explore its diagnostic importance in different
illnesses and diseases.

Cardiovascular risk factors and physical activity

There is much research on the effect of physical activity on
the alteration of risk factors associated with heart disease.
The most beneficial effect of exercise is on the level of
oxidative metabolism, which influences levels of lipids in the
blood. Although reductions in total cholesterol and LDL
cholesterol generated by physical exercise seem to be
relatively small (in general, they are less than 10%), there
are important increases in HDL cholesterol and significant
reductions in triglycerides. Transversal studies with sports-
persons and non-sportspersons unequivocally demonstrate
that individuals with higher levels of aerobic activity have
higher HDL levels and lower levels of triglycerides. Never-
theless, results from longitudinal studies, over relatively
long periods of time, are much less clear. Many studies on
physical exercise have described the increase in HDL and the
reduction in triglycerides but others have described very
small changes or no changes at all. However, almost all
studies have shown that proportions of LDL/HDL and total
cholesterol/HDL fall after resistance training and this means
less cardiovascular risk

It must not be forgotten that one of the significant
factors, both in terms of lipids and the other biochemical
parameters expressed as a concentration, in the evaluation
of changes engendered by physical exercise, is the change in
the volume of blood that affects plasma concentrations,
independently of changes in lipid totals. The failure to
correctly take this factor into account could explain some of
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the controversies concerning studies on CRFs and physical
exercise.

There are reliable data that demonstrate the effective-
ness of physical exercise on the reduction in blood pressure
in patients with mild or moderate hypertension. Resistance
training can reduce SAT and DAT by approximately 10 mmHg,
in individuals with moderate essential hypertension.

With regard to the other traditional cardiovascular risk
factors, physical exercise can play a role in the reduction
and control of weight and in the control of diabetes.
Exercise has also been shown to be effective in the control
and reduction of stress and anxiety.>?

Whilst the effect of exercise on ‘traditional’ CRFs is well
documented, the effect of exercise on ‘emergent’ CRFs has
not been studied in depth and results are not well known.

The beneficial effects of exercise, leading to the
reduction of levels of apolipoprotein B, have been widely
reported, but this has not been the case with the relation-
ship between exercise and levels of apolipoprotein A-1.53:%4
Some authors have found that long-term, regular physical
exercise does not seem to modify levels of apolipoproteins
in comparison with sedentary groups.®® There is relatively
little information available on levels of lipoprotein (a) in
young people although some studies have confirmed a
favourable relationship between regular physical exercise
and levels of lipoprotein (a).>*>°

The previously mentioned studies have been undertaken
by different authors with different population groups and
there are no published works that, at the same time, analyse
the influence of intense physical exercise and the influence
of continuous physical exercise (training) on levels of
apolipoproteins A-1, B and lipoproteins (a), in the same
population group.

The beneficial effects of physical exercise also seem to be
related to the effect on the inflammatory process. In the
short term, intense physical exercise produces a transitory
inflammatory response, which is reflected in an increase in
acute phase reactants and cytokines that is proportional to
the amount of exercise and muscle damage. Nevertheless,
regular physical activity (training) is associated with a
chronic anti-inflammatory response that influences levels of
acute phase reactants such as ultra-sensitive CRP and also
affects lipids and lipoproteins.®*~>8

Some factors (BMI, sex of the subject, moment when the
post-exercise sample is taken, diet, etc.) can have an
influence on the response of ultra-sensitive CRP to physical
exercise.?” Another issue that must be taken into account is
that many studies that have examined the effects of intense
physical exercise on levels of ultra-sensitive CRP have not
made a concentration correction in accordance with the
changes in plasma volume after exercise.>” Results should be
individually corrected according to the post-exercise levels
of hemoconcentration or hemodilution.>®

With regard to homocysteine, studies with large popula-
tion groups have shown that regular physical exercise can
reduce homocysteine plasma levels.*"¢%¢" However, other
studies have concluded that intense physical exercise
increases levels of Hcy.%%% More recent studies, undertaken
by our work group,®* demonstrate increased plasma homo-
cysteine levels, both in total and reduced, after intense
exercise. This increase is independent of the type of
exercise and the vitamin level but could be related to

changes in renal function.®* The mechanism of this effect is
not clearly understood though a study on alterations in the
redox state of the homocysteine might lead to the
comprehension of the underlying process. Furthermore, a
study on its relationship with plasma concentrations of NO,
ADMA and their proximate metabolites might lead to an
understanding of how intense physical exercise produces an
increase in levels of homocysteine, as long as regular,
moderate physical exercise (training) seems to be a
beneficial modulator of homocysteine. Also related to
homocysteine is the proven fact that that regular physical
exercise produces a series of beneficial effects on oxidative
metabolism, which result in less oxidative stress and a
greater defensive capacity against oxidative damage; this is
caused by the increase in activity of endogenous antioxidant
systems and the greater resistance of the LDL particles to
oxidation.®*® All this signifies a reduction in oxidised LDL
levels and systematic markers of inflammation, as explained
by Arquer et al.®® in 2010.

In spite of the fact that the role of ADMA as a
cardiovascular risk marker is reflected in an increasing
number of clinical studies and scientific publications, no
studies have looked at the effect of intense or sustained
(training) physical exercise on ADMA plasma levels.

It is therefore recommended that studies should be
undertaken on the effect of intense and sustained (training)
physical exercise on emergent cardiovascular risk factors,
especially on homocysteine and ADMA.
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