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Resumen

El ejercicio fisico puede producir estrés oxidativo en el individuo lo que pueden condicionar el riesgo cardiovas-
cular en nifios y adolescentes. Este estudio pretende analizar el estrés oxidativo segun la fuerza muscular iso-
métrica de las extremidades superiores en la edad pediatrica. Se estudiaron 70 nifios sanos con edades entre 10
y 14 afios, y se analizaron en saliva los lipoperoxidos (LPO), el glutation reducido (GSH), la ratio GSH/LPO vy la
catalasa, como marcadores de estrés oxidativo. La muestra se dividié en dos grupos segun una condicidn fisica
superior o inferior medida a través de dinamometria manual (TKK 5110); se diferencié la serie en sujetos pre-
puberales y puberales. Se encontraron niveles significativamente inferiores de GSH y GSH/LPO en el grupo de
nifios con fuerza superior, y en los puberales con la mismas caracteristicas; estos resultados podrian indicar la
existencia de un mayor estrés oxidativo en esta situacion. En conclusion, los mayores niveles de fuerza muscu-
lo esquelética, medida a través de dinamometria manual, posiblemente pueden estar asociados a un mayor
estrés oxidativo en nifios puberes con condicién fisica musculoesquelética superior.
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Abstract

Physical exercise can produce oxidative stress, this situation could contribute cardiovascular risk in
children and adolescents. The following study tries to evaluate the oxidative stress produced according
to the handgrip strength in infancy. 70 healthy male subjects, ages 10 to 14 years, were studied. In
the saliva samples, lipoperoxides (LPO), reduced glutathione (GSH), glutathione/lipoperoxides ratio
and catalase were analyzed as biomarkers of oxidative stress. Children were divided into two groups
according to their handgrip strength (high or low) measured by handgrip strength (TKK 5110). The
groups were also divided into prepubertal and pubertal subjects. We found GSH’s significantly low
levels and of GSH/LPO in pubertal group with high handgrip strength. We could possibly conclude that
the higher levels of handgrip strength could be associated with more oxidative stress in pubertal group

with high fitness.
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Introduccion

La condiciéon fisica (CF) del sujeto estd determinada por factores constitucionales,
sugiriéndose que al menos el 40% de las variaciones de la misma pueden ser atribuibles a
factores genéticos (Bouchard, 1986; Ruiz et al., 2006). En adultos, una baja CF
(especialmente la cardiorrespiratoria, y en menor medida la fuerza muscular) parecen ser
predictores potentes de mortalidad, tanto por problemas cardiovasculares como por otras
causas, que condicionan la aparicion de factores de riesgo (Myers et al., 2002; Ruiz et al.,
2006). La fuerza muscular puede ser un predictor de morbimortalidad diferente e
independiente (Metter et al., 2002; Hulsmann et al., 2004; Jurca et al., 2005). En estudios
longitudinales se ha constatado que el nivel de CF que se posee en la vida adulta, asi como la
presencia de factores de riesgo cardiovascular conocidos, estdn en parte condicionados por la
forma fisica que se adquiere durante la infancia y la adolescencia (Janz et al., 2002; Twisk et
al., 2002). De hecho, diferentes trabajos publicados han relacionado la CF musculo
esquelética o fuerza muscular con factores de riesgo cardiovascular en nifios y adolescentes
(Twisk et al., 2000; Barnekow-Bergkvist et al., 2001; Hasselstrom et al., 2002, Janz et al.,
2002; Ruiz et al., 2009). Por ello, para valorar el riesgo cardiovascular en la edad adulta de
forma precoz, hay que tener en cuenta la importancia de obtener una adecuada CF en edades
tempranas (Ortega et al., 2005).

Aunque son ampliamente conocidos los beneficios que se derivan del ejercicio fisico regular
sobre el sistema cardiovascular y la salud, existe evidencia de que durante el ejercicio intenso
o extenuante se produce estrés oxidativo (EO) (Ji 1993; Reid 2001). El estrés oxidativo (EO)
se caracteriza por un desequilibrio con predominio de la accion de las moléculas de accion
oxidante (especies reactivas del oxigeno [EROs]) frente a los mecanismos de defensa
antioxidante. Esto da lugar a dafio en macromoléculas y muerte celular (Valko et al., 2007).
La compensacion que tratan de realizar los sistemas antioxidantes del organismo puede ser
superada por una sobreproduccion de EROs que originan dafio oxidativo en el miocardio,
musculo esquelético, higado y otras estructuras organicas (Ji, 1993; Reid, 2001). En el
sistema de defensa antioxidante tiene una funcion preponderante el glutation reducido (GSH),
que es una de las principales moléculas antioxidantes presentes en el organismo (Njalsson et
al., 2005). Dado que las moléculas antioxidantes son capaces de adaptarse ante una
exposicion crénica a agentes oxidantes, es de esperar que ante la realizacion cronica de
ejercicio fisico (entrenamiento) se produzca una adaptacion en respuesta a los agentes
oxidantes que produce el ejercicio fisico (Jenkins et al., 1988).

Por ello, actualmente, las investigaciones estan orientadas a la busqueda del tipo, intensidad y
duracion del ejercicio fisico ideal y necesario para alcanzar beneficios saludables y evitar la
aparicion de factores de riesgo de enfermedad.

Los trabajos publicados que relacionan el EO y el ejercicio de fuerza alin son escasos en
relacion con los que han analizado la relacion entre el ejercicio aerdbico y el estrés oxidativo
(Hudson et al., 2007). De hecho no hemos encontrado, en la revision bibliografica realizada,
trabajos que relacionen la fuerza muscular isométrica y el EO durante la infancia o
adolescencia. Solo existen algunos estudios que se centran fundamentalmente en la
valoracion del efecto de actividades de tipo aerdbico como la natacion sobre el estrés
oxidativo (Santos Silva et al., 2001; Gonenc et al., 2000; Cavas et al., 2004; Gogugoura et al.,
2007; Nikolaidis et al. 2007). En base a lo expuesto, este trabajo pretende establecer si
existen diferencias en biomarcadores de estrés oxidativo en saliva (productos de
lipoperoxidacion, LPO, como especies reactivas de oxigeno; glutation reducido, GSH, como
antioxidante no enzimatico y en la actividad de la enzima catalasa, CAT, como antioxidante
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no enzimatico) entre los nifios sanos con nivel superior de fuerza muscular isométrica de las
extremidades superiores respecto a otros con nivel inferior en situacion de reposo.

Material y métodos
Participantes

De una muestra total de 100 sujetos de entre 10 y 14 afios, se seleccionaron 70 varones
caucasianos que cumplieron con todos los criterios de inclusion: estar sano y con peso, talla,
indice de masa corporal, frecuencia cardiaca, y presion sistolica y diastolica en valores
normales para su edad y sexo + una desviacion estandar del percentil 50 (p50) (Sobradillo et
al., 2004; National High Blood Pressure Education Program, 2004). Se determin6 no analizar
a un grupo similar de mujeres porque estudios previos en relacion al EO no se han encontrado
diferencias significativas en funcion del sexo (Gonenc et al., 2000; Santos Silva et al., 2001;
Gogoura et al, 2007; Nikolaidis et al., 2007).

Los criterios de exclusion fueron el presentar patologia, periodos de inmovilidad tras
enfermedad, lesion, no acudir a alguna de las sesiones, o el consumo de farmacos u otras
sustancias (Figura 1). Para mejorar la homogeneidad de la muestra, se tomaron como grupo
prepuberal exclusivamente a niflos de 10-11 afios escolarizados en quinto curso de educacion
primaria y como grupo puberal nifios escolarizados en segundo curso de educacion
secundaria, descartdindose los nifios que presentaban un estadio de Tanner diferente al del
grupo de edad elegido.

Excluidos
10: Sobrepeso
15: Incoraparecencia o lesidn
100 varones w—pp | 1:Enferraedad — 70 varones
4: Estadio de Tanner diferente
asuedad

Figura 1. Organigrama de flujo sobre la participacion y exclusion de los sujetos en el estudio.

El estudio fue aprobado por el Comité de Bioética e Investigacion del Hospital Reina Sofia
de Coérdoba. Los sujetos fueron incorporados al estudio tras la aceptacion voluntaria del
menor de su participacion y la obtencion del consentimiento informado de los padres o del
responsable legal.

Valoracion antropométrica, hemodinamica y exploracion fisica

Se realiz6 la anamnesis y la exploracion fisica por sistemas y aparatos, y se determiné el
estado puberal (Tanner, 1962), las medidas antropométricas, la frecuencia cardiaca, y la
tension arterial sistolica y diastdlica (Tabla 1). Para determinar el peso y la talla
respectivamente, se utilizaron una bascula y un estadidmetro (Seca®, Hamburg, Germany).
La presion sanguinea y la frecuencia cardiaca se determinaron en reposo mediante un monitor
de signos vitales 8100T Critikon-Dinamap Vital (Monsey NY).

Evaluacion de la condicion fisica musculoesquelética

Se utilizé el test de dinamometria manual con un dinamoémetro digital Takey TKK 5110
(Tokyo, Japan) (rango-100 kg) que mide la fuerza de prension manual, ya que segin Castro
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et al. (2009) existe una evidencia alta de que este test valora la fuerza muscular de tipo
isométrico. Se determinaron las medidas conjuntas, y por separado, con ambas manos
(Ortega et al., 2005) para valorar los dos grupos de superior e inferior fuerza muscular
isométrica de las extremidades superiores. Para esta clasificacion se calcularon los valores
medios de la medicion para los sujetos de cada rango de edad (10 y 11 afos en los
prepuberales, y 13 y 14 afos para los puberales). Se dividieron en un grupo con superior
fuerza muscular isométrica de las extremidades superiores a aquéllos con resultados por
encima de la mediana de su edad, y otro grupo con fuerza muscular isométrica de las
extremidades superiores a los sujetos con resultados por debajo de la mediana de su edad.

Adicionalmente se valor6 la CF cardiorrespiratoria a través del test de Course Navette (Leger,
1984), obteniéndose el VO, relativo (VO,) para cada sujeto (Leger, 1988).

Muestras y analisis bioquimico

Se recogieron muestras de saliva en situacion de reposo evitando la extraccion sanguinea, ya
que se ha demostrado que existe correlacion significativa de los biomarcadores de estrés
oxidativo de muestras salivares respecto a valores plasmaticos (Lukash et al., 2002;
Yousefzadeh et al., 2006; Bentur et al., 2006).

Las muestras fueron alicuotadas y congeladas a -70° C hasta la realizacion de las diferentes
determinaciones bioquimicas:

GSH: los niveles de GSH (uM) fueron determinados utilizando kit de Oxis Internacional
(Portland, OR, USA), i.e. GSH-400.

LPO: los niveles de LPO (uM) fueron determinados utilizando kit de Oxis Internacional
(Portland, OR, USA), i.e. LPO-586.

GSH/LPO: se calculo el cociente GSH/LPO (antioxidante/especie reactiva de oxigeno) como
indicador del estrés oxidativo producido (Tunez et al. 2007). Los menores valores del indice
indican un mayor estrés oxidativo.

Catalasa: para valorar la actividad de la catalasa (UA/dl) se empled el método —UV de Aebi
(1984).

Analisis estadistico

Las variables que no se ajustaban a una distribucion normal fueron transformadas
logaritmicamente. La significacion estadistica de los cambios entre el grupo de superior e
inferior fuerza muscular isométrica fue determinada mediante ANOVA, realizandose a su vez
un andlisis ANCOVA utilizando la variable IMC como cofactor para las diferencias en las
variables de estrés oxidativo. Se valord el coeficiente de correlacion mediante la prueba de
Pearson. Los datos se presentan como media + desviacion estandar. Se consideré6 como
significativa una diferencia con p<0,05. Para el analisis estadistico se utilizé el paquete
estadistico SPSS 17 (Chicago, Ill. USA).

Resultados
En relacion con las caracteristicas antropométricas, el grupo con fuerza isométrica superior
no presentd valores significativamente mas elevados en peso, talla e indice de masa corporal.
Tampoco se encontraron diferencias significativas en las variables hemodindmicas ni en el
VO2 relativo (Tabla 1a). Por otra parte, el subgrupo de varones prepuberales con mayor
fuerza presentaron mayor peso que el mismo subgrupo con menor fuerza, y en el subgrupo de
puberales, los de mayor fuerza presentaron mayor talla (Tabla 1b).
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Tablala: Caracteristicas demograficas y de condicion fisica para el total de la muestra.

Variables Fuerza_Superior Fuerza_ Inferior
n=35 n=35

Edad (afios) 12,17 +£ 1,63 12,17 + 1,63
Peso (Kg) 46,44 + 11,49 42,04+ 11,25
Talla (cm) 154,78 £ 12,95 149,85 £ 11,53

IMC (Kg/m®) 19,10+ 2,36 18,31 £2,62
FC (Lat/min) 90,25 + 15,64 90,28 + 16,72
TAS (mmHg) 118,42 +12,10 117,48 +£ 10,04
TAD (mmHg) 63,11 +10,27 63,05+ 12,24
Fuerza (Kg) 54,57+ 15,74 4143 +11,91°

VO, (ml/kg/min) 50,65 +4,966 48,20 £ 5,69

Tablalb: Caracteristicas generales y de condicion fisica en funcion del estadio puberal.

Prepuberales n=38 Puberales n=32
Variables Fuerza Superior Fuerza Inferior Fuerza Superior Fuerza Inferior

n=19 n=19 n=16 n=16
Edad (afios) 10,74 + 0,45 10,74 + 0,45 13,88 £ 0,34 13,8+ 0,34
Peso (Kg) 37,88 +4,95 34,28 + 5,62* 56,59 + 8,22 51,25+9,07
Talla (cm) 144,23 + 5,06 141,10 £6,30 167,31 £6,41 160,25 + 6,45"
IMC (Kg/m®) 18,21 £2,29 17,18 +£2.26 20,15+ 2,04 19,66 + 2,42
FC (Lat/min) 91,84 + 18,23 92,63 + 19,68 88,37+ 12,19 87,50+ 12,40
TAS (mmHg) 114,78 £ 12,81 115,52 +£10,31 122,75 £9,91 119,81 £9,49
TAD (mmHg) 65,57 £ 11,03 66,52 + 12,18 60,18 + 8,73 58,93 + 11,34
Fuerza (Kg) 41,28 5,01 32,05 £3,47** | 70,35 +6,55 52,57 +£7,98"
VO, (ml/kg/min) 50,02 + 5,14 49,50 £ 5,69 51,40 + 4,80 46,66 + 5,47

FC.: Frecuencia Cardiaca; IMC: indice de masa corporal; TAS: Tension arterial sistolica; TAD: Tensién arterial
diastolica; VO,: Consumo maximo de oxigeno.

Los datos se transformaron logaritmicamente para las comparaciones, mostrando las medias y SD sin
transformar.

§; p<0,05 diferencias en el total de la muestra entre grupo de fuerza superior e inferior.
*; p<0,05, ** p<0,001 diferencias en los varones prepuberales entre grupo de fuerza superior ¢ inferior.

+; p<0,05, ++ p<0,001 diferencias en los varones puberales entre grupo de fuerza superior e inferior.

Al estudiar las diferentes variables de estrés oxidativo en ambos grupos segun la fuerza, se
encontraron diferencias significativas entre los valores del GSH e indice GSH/LPO, siendo
superiores en el grupo con menor fuerza (Tabla 2). Igualmente, en el subgrupo de nifos
puberes, los niveles de GSH asi como el indice GSH/LPO, fueron significativamente mas
elevados en el grupo con fuerza inferior. No se encontraron diferencias significativas en los
valores de actividad CAT y LPO en ningin grupo o subgrupo (Tabla 3). En el grupo
prepuberal, tampoco se encontraron diferencias significativas en ninguno de los valores
analizados (Tabla 3).
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Tabla 2: Variables de estrés oxidativo en funcidn del nivel de fuerza en el total de la muestra.

Varie(l)t;lie;actiii sstrés Fuerzra::S;;perior Fueria: I3nsferi0r P p (IMC)
GSH (umol) 34,70 + 26,24 51,06 + 39,88* 0,047 0,047
LPO (umol) 0,30 +0,15 0,290 + 0,11 0,628 0,707
CAT (UA/L) 1,02 + 0,39 1,42 + 1,34 0,142 0,128
GSH/LPO 120,40 = 101,07 177,70 £ 132,14 0,045 0,049

CAT: Catalasa; GSH: Glutation Reducido; LPO: Lipoperdxidos; UA: Unidades de actividad.
Existen diferencias significativas si p<0,05. p: ANOVA. p (IMC): ANCOVA con IMC como cofactor.

*; p<0,05, diferencias entre grupo de fuerza superior e inferior.

Tabla 3: Variables de estrés oxidativo en funcion del nivel de fuerza en los grupos prepuberal y puberal.

Prepuberales Puberales
Variables de .
Estrés Fuerza Superior Fuerza Inferior P p Fuerza Superior Fuerza Inferior P p
. = =19 IMC =16 =16 IMC
Oxidativo n=19 " (IMC) n n (IMC)
GSH (pmol) 36,39+29,78 4422 £ 45,74 0,535 0,508 32,70 +22,09 59,18 +31,05* 0,009 0,013
LPO (umol) 0,25 +0,07 0,23 +0,07 0,431 0,285 0,37 +0,18 0,36 + 0,09 0,843 0,755
CAT (UA/L) 0,85 +0,62 1,38 +1,42 0,147 0,133 1,22 +1,11 1,48 +1,27 0,555 0,580
GSH/LPO 145,20 + 123,17 | 186,88 + 166,47 0,386 0,320 90,54 + 56,98 166,80 + 78,0* 0,004 0,005

CAT: Catalasa; GSH: Glutation Reducido; LPO: Lipoperdxidos; UA: Unidades de actividad.
Existen diferencias significativas si p<0,05. p: ANOVA. p (IMC): ANCOVA con IMC como cofactor.

*3; p<0,05, diferencias entre grupo de fuerza superior e inferior.

Al realizar correlaciones con el total de nifios estudiados, el IMC se correlaciono
positivamente con la fuerza (r=0,48; p=0,000). Asimismo, la fuerza se correlacion6
significativamente con los LPO (r=0,40 p=0,001) y con el indice GSH/LPO de forma
negativa (r=-0,29 p=0,013). Igualmente, en el grupo de puberes la fuerza se correlaciond
negativamente con el indice GSH/LPO (r=-0,38 p=0,032); en el grupo de prepuberes no hubo
correlaciones significativas.
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Discusion
En el presente estudio se han evaluado los biomarcadores de estrés oxidativo en funcion del
nivel de fuerza muscular isométrica de las extremidades superiores, poniendo de manifiesto
que los nifos en el grupo puberal, muestran mayores niveles de estrés oxidativo cuando
tienen un nivel superior de fuerza muscular isométrica de las extremidades superiores,
mostrando unos menores niveles de GSH y del indice GSH/LPO. El GSH desempeiia
numerosas e importantes funciones metabolicas (Powers et al., 2008), entre ellas actuar como
antioxidante en la proteccion celular contra los radicales libres, peroxidos y otros compuestos

toxicos. Por ello, el descenso del GSH es considerado un marcador de estrés oxidativo por
diversos autores (Subudhi et al., 2003: Bloomer et al., 2004).

En algunos estudios se ha encontrado que nifios y adolescentes obesos pueden presentar
menores niveles de GSH (Codofier-Franch et al., 2010) y catalasa, asi como mayores
productos de peroxidacion lipidica (malondialheido (MDA)) (Zhu et al., 2006). En el
presente trabajo, no parece haber relacion con el IMC, ya que tras hacer el ajuste con este
factor, los resultados permanecen similares y contintian las diferencias significativas sin que
haya ademas, correlaciones entre el IMC y los pardmetros de estrés oxidativo evaluados. No
obstante, una de las limitaciones del estudio, es el no poder valorar exactamente la fuerza en
relacion a la masa muscular y al tipo de fibra muscular de las extremidades superiores, que no
se pudieron evaluar.

Son pocos los estudios donde se analiza la relacion entre el ejercicio fisico de fuerza y el
estrés oxidativo (Ortenblad et al., 1997; McBride et al., 1998; Child et al., 1998; Ramel et
al., 2004; Hudson, 2007; Kara et al., 2010. Sin embargo, diferentes estudios en nifios (Santos
Silva et al., 2001; Cavas et al., 2004; Gougoura et al. 2007) han observado niveles inferiores
de GSH, asi como de otros antioxidantes (Alshammari et al., 2010), en aquéllos nifios
sometidos a entrenamiento o actividad fisica frente a otros que no estaban sometidos a esta
actividad, lo cual debemos considerar con cautela ya que en dichos estudios se refiere al nivel
de actividad fisica mientras que nuestro estudio al nivel de fuerza muscular isométrica de las
extremidades superiores. En la revision bibliografica efectuada hay un trabajo que estudia la
fuerza muscular isométrica de las extremidades superiores y el estrés oxidativo en mujeres
postmenopatsicas (Morimoto et al., 2008), sin encontrar informacién en nifios y
adolescentes. Recientemente, se ha publicado un estudio en adolescentes en los que no
encuentran diferencias en los niveles del antioxidante GSH en los sujetos que han seguido un
entrenamiento de fuerza vs los no entrenados (Kara et al, 2010).

Adicionalmente, han sido detectados aumentos en los niveles plasmaticos de MDA, después
del ejercicio tanto de resistencia aerdbica como de fuerza-resistencia (McBride et al., 1998;
Child et al., 1998). También se ha observado aumento de la concentracion de MDA en
sujetos no entrenados comparados con entrenados sometidos a ejercicio de fuerza-resistencia
(Ramel et al., 2004). Estos resultados parecen indicar que la practica regular de ejercicio de
fuerza-resistencia se asociada a un menor grado de peroxidacion lipidica durante este tipo de
esfuerzos (Ramel et al., 2004). Sin embargo, Ortenblad et al. (1997) no encontraron
diferencias en estos biomarcadores en ejercicios de fuerza-resistencia, atribuida a un aumento
de enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa, la glutation reductasa y la glutation
peroxidasa. Junto a esto, el estudio de Morimoto et al. (2008) no pone de manifiesto la
existencia de una relacion entre el estrés oxidativo y el estrés fisico que se lleva a cabo en
mujeres pre y postmenopausicas a través del test de dinamometria manual, seguramente
debido a la poca intensidad del test (30% de la contracciéon maxima).
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Los resultados de nifios puberes en este estudio muestran que el grupo con mayor fuerza tiene
menores niveles de antioxidante GSH e indice GSH/LPO, lo que puede indicar un mayor EO
en estos sujetos. Estos datos, parecen estar en la linea de resultados previos publicados por
nuestro grupo, que muestran como el EO es mayor en nifios puberales respecto a los
prepuberales en situacion basal (Pérez-Navero et al., 2009). No se conoce ain el mecanismo
de actuacion de los marcadores de oxidacion y antioxidacion en las diferentes etapas de la
pubertad, pero estas diferencias podrian deberse a diversos factores, como la actuacion de
diferentes hormonas que actuan en el proceso bioldgico de la pubertad, el acumulo de
productos de lipoperoxidacion por el fendémeno de envejecimiento (Pérez-Navero et al.,
2009), o la mayor masa muscular en los nifios puberes.

Conclusiones

En base a lo expuesto, podemos concluir que niveles mayores de fuerza muscular isométrica
de las extremidades superiores estan asociados a un mayor estrés oxidativo en nifios puberes.
Sin embargo, son necesarios mas estudios en diferentes grupos de edad y sometidos a
diferentes intensidades y tipos de ejercicio fisico, para establecer los mecanismos implicados.
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