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Resumen

El objetivo del presente estudio fue examinar los posibles efectos del estrés fisioldgico producidos por un progra-
ma de entrenamiento de alta intensidad (EAI) en ratas. Cuarenta ratas Wistar fueron aleatoriamente distribuidas
en 2 grupos experimentales: grupo EAI o grupo control, durante 12 semanas. Se estimaron indices bioldgicos,
parametros musculares, urinarios, plasmaticos, de perfil lipidico hepatico y morfoldgicos renales. Tanto la inges-
ta media (P<0.05) como el peso final y de la canal (ambos, P<0,001) fueron menores en el grupo EAIL. Los mar-
cadores hormonales reflejaron mayores concentraciones de corticosterona (P<0.05) junto con una disminucion de
las de testosterona (P<0.05) en el grupo EAI, por lo que la ratio corticosterona/testosterona fue mayor y la de
testosterona/corticosterona menor (ambas, P<0.01). A nivel lipidico plasmatico, el grupo EAI mostré menores
concentraciones de triglicéridos (P<0.01), pero también mayores de colesterol-LDL (P<0.01). A nivel lipidico
hepatico, la cantidad de grasa fue mayor en el grupo EAI (P<0.01), aunque dicho grupo también presenté meno-
res niveles de triglicéridos (P<0.05). El andlisis de morfologia renal mostré un aumento del tejido conectivo inters-
ticial en el grupo de EAI (P<0.05). El estrés inducido por el protocolo de EAI pudo conllevar un estado cataboli-
co que podria haber anulado las esperadas ganancias musculares, alterd el perfil lipidico plasmatico y hepatico y
un perfil renal con mayor predisposicién a patologias futuras. El presente estudio trata de reproducir un modelo
de estrés/sobreentrenamiento que podria darse en deportistas con la intencién de profundizar algo mas en el
conocimiento del alcance que este estado fisioldgico pudiera inducir a largo plazo en 6rganos poco estudiados y
con ello, en la salud futura del deportista.
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Abstract

The objective of this study was to examine the possible stress physiological effects of a high-intensity training
(HIT) in rats. Forty Wistar rats were randomly divided into 2 experimental groups (n=20): EAI or control (seden-
tary) groups for 12 weeks. Biological, muscle, urinary, plasma, hepatic and renal markers were measured. Food
intake (P<0.05), final body weight and carcass weight (both, P<0.001) were significantly lower in the HIT group.
Hormonal markers reflected increased levels of corticosterone (P<0.05) and decreased levels of testosterone
(P<0.05) in the HIT group. Consequently, the ratio corticosterone/testosterone was higher and the testostero-
ne/corticosterone lower in the HIT group (both, P<0.01). Regarding hepatic lipid profile, the HIT group showed
higher liver fat (P<0.01) but lower hepatic triglycerides (P<0.05). Regarding plasma lipid profile, the HIT group
showed lower triglycerides concentration (P<0.01) but also higher LDL cholesterol concentrations (P<0.01).
Finally, the renal morphology study showed increased kidney connective interstitial tissue (P<0.05). The stress
induced by the HIT protocol promoted a catabolism status that could lead to a lower muscular development, a
worse hepatic and plasma lipid profile and a renal profile with increased susceptibility to future pathologies. The
present study aimed to develop a stress/overtraining protocol that might be carried out in athletes with the pur-
pose to deepen study the effects that this adverse status might induce in the long-term health of the athlete.
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Introduccion

El estrés es un “sindrome de adaptacion general", es decir, una sola respuesta estereotipada
provocada por una demanda sobre el organismo (Rosmond, 2005). Los procesos catabdlicos
para la movilizacién de la energia y funciones anabodlicas tales como el crecimiento o la
sanacion necesitan estar equilibrados para mantener la salud (Lundberg, 2005; McEwen,
2004). Factores de estrés psicoloégico y fisiologico pueden alterar las funciones
neuroendocrinas, inmunologicas, de comportamiento y metabdlicas (McEwen, 2004).

En la sociedad, entre las personas que practican deporte de competicion, el estrés en formas
aguda y cronica es frecuente (Meeusen, Duclos, Foster, Fry, Gleeson, Nieman, Raglin,
Rietjens, Steinacker, y Urhausen, 2013; Rosmond, 2005). Para maximizar el rendimiento
fisico, atletas y entrenadores manipulan las cargas de entrenamiento a través de ajustes en
duracion, frecuencia e intensidad, o a través de una reduccion del periodo de recuperacion.
Sin embargo, un desequilibrio acumulativo entre la carga de ejercicio y la recuperacion puede
inducir el denominado ‘“sindrome de sobreentrenamiento” (Kreher y Schwartz, 2012;
Meeusen y col., 2013). Dicho estado de sobreentrenamiento suele venir asociado a una
disminucion del rendimiento especifico del deporte, fatigabilidad acelerada y sintomatologia
de estrés (Kreher y Schwartz, 2012; Meeusen y col., 2013). Entre las manifestaciones fisicas y
psicologicas que presentan los individuos afectados por el sindrome de sobreentrenamiento se
encuentran la fatiga y debilidad muscular, pérdida de apetito y peso corporal, insomnio,
depresion, ansiedad, dificultades para mantener la concentracion, irritabilidad o cambios de
humor (Kreher y Schwartz, 2012). Ademas, a nivel fisiopatologico, dicho sindrome podria
debilitar el sistema inmune, alterar el perfil lipidico o favorecer la aparicion de patologias
cardiovasculares y renales, entre otras manifestaciones menos estudiadas (Czepluch, Barres,
Caidahl, Olieslagers, Krook, Rickenlund, Zierath, y Waltenberger, 2011; Kreher y Schwartz,
2012; Lehmann, Wieland, y Gastmann, 1997; Wu, Chen, Huang, y Zhang, 2012).

El riesgo de que se presente un estado de sobreentrenamiento es mayor cuando se opta por la
practica de ejercicios de alta intensidad o con grandes volumenes de trabajo (Kreher y
Schwartz, 2012). La variabilidad individual en el potencial de recuperacion, la capacidad de
ejercicio, la tolerancia al estrés y la tolerancia al entrenamiento explica las diversas
vulnerabilidades de atletas al sobreentrenamiento bajo estimulos de entrenamiento idénticos
(Lehmann, Foster, y Keul, 1993). Ademas, las manifestaciones del sobreentrenamiento varian
en base al perfil de la disciplina deportiva que desarrolle dicho deportista (Kreher y Schwartz,
2012; Meeusen y col.,, 2013). Asi pues, en deportes donde predomina el metabolismo
anaerobico, como en velocistas o lanzadores, las alteraciones del estado de
sobreentrenamiento son mas de origen simpatico (agitacion, taquicardia, hipertension, etc.),
mientras que en las disciplinas en las que predomina el componente aerdbico, como puede ser
la carrera de fondo o ciclismo de largas distancias, las manifestaciones son mas de tipo
parasimpatico (bradicardia, fatiga, depresion, etc.) (Kreher y Schwartz, 2012; Meeusen y col.,
2013).

A pesar de su alta prevalencia y riesgo potencial para la salud del deportista, las
manifestaciones fisiologicas y morfoldgicas del estado de sobreentrenamiento sobre ciertos
6rganos y sistemas no se conocen en profundidad, ni bajo disefios experimentales bien
controlados (Kreher y Schwartz, 2012). En este sentido, modelos experimentales animales
estan ganando peso a la hora de estudiar y reproducir los efectos fisiopatologicos del estrés
inducido por el sobreentrenamiento (Kreher y Schwartz, 2012; Pereira, Filho, Alves, Pauli,
Ropelle, Souza, Cintra, Saad, y Silva, 2012; Xiao, Chen, y Dong, 2012). De hecho, algunos
autores han disefiado y publicado modelos experimentales animales de estrés basados en
protocolos de ejercicio fisico (Pereira y col., 2012).
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Por lo tanto, en el presente estudio hemos tratado de inducir un estado de sobreentrenamiento
en ratas a partir de un programa de EAI con la intencion de valorar los efectos que el
sobreentrenamiento pudiera tener sobre 6rganos y sistemas sobre los que los efectos de dicho
estado fisioldgico han sido poco estudiados. Los objetivos de esta investigacion fueron: i.
contrastar, mediante indices bioldgicos, musculares y hormonales, que un protocolo de EAI,
basado en el desarrollo de la fuerza hipertrofia, puede inducir un estado de
sobreentrenamiento en ratas; ii, analizar los efectos de dicho sobreentrenamiento sobre
organos y sistemas poco estudiados (higado y rifion, principalmente).

Material y método
Animales y disenio experimental

Para el presente estudio, un total de 40 ratas Wistar macho albinas fueron distribuidas
aleatoriamente en 2 grupos experimentales: grupo de ratas sedentarias (n=20) y grupo
sometido a EAI (n=20). Los animales, de 8 semanas de edad y con un peso inicial de 165+8
g, fueron alojados desde el primer dia del periodo de adaptacion (una semana antes del
comienzo del periodo experimental) en jaulas individuales de metabolismo disenadas para la
recogida por separado de heces y orina. Las jaulas estaban ubicadas en una habitacion bien
ventilada, termorregulada (21£2°C), con un rango de humedad relativa de entre el 40 y el 60%
y un ciclo inverso de luz de 12:12 horas (08:00-20:00 h). Durante todo el periodo
experimental (90 dias) los animales tuvieron pleno acceso al agua destilada, y consumieron la
dieta experimental ad libitum.

Desarrollo de los experimentos

El peso de los animales fue registrado todas las semanas a la misma hora del dia (08:00 de la
mafiana), tras 12 horas de ayuno. Asi mismo, la cantidad de dieta diaria consumida por cada
uno de los animales fue cuantificada. Se formuld una dieta normocaldrica en base a las
recomendaciones nutricionales de rata de laboratorio del Colegio Americano de Nutricion
(AIN-93) (Reeves, Nielsen, y Fahey, 1993). La composicion basica de las dietas
experimentales es la AIN-93M, con un 10% de proteina. Hemos empleado hidrolizados
proteicos comerciales de soja y lactosuero como Unicas fuentes de proteina, ya que estan
ampliamente disponibles en el mercado y se consumen frecuentemente por los deportistas que
acuden a gimnasios con la intencion de lograr ganancias musculares.

A los 89 dias del periodo experimental, una muestra de 12 horas de orina de cada animal fue
recogida para su analisis bioquimico. La orina fue posteriormente pesada y transferida a tubos
graduados para el analisis del pH.

Al final del periodo experimental los animales fueron anestesiados con ketamina-xilacina
desangrados mediante canulacion de la arteria aorta a nivel abdominal. La sangre fue extraida
(con heparina como anticoagulante) y centrifugada a 4500 rpm durante 15 minutos para
separar el plasma, que fue congelado en Nitrégeno (N) liquido y conservado a -80°C para el
posterior analisis bioquimico. Los musculos gastronemios fueron extraidos para el analisis de
N. Los rifiones fueron extraidos, pesados y el izquierdo conservado en formalina para su
posterior analisis histologico. Para analizar el efecto del EAI sobre la grasa y la masa
muscular, que pudieran verse afectadas por el entrenamiento (posibles ganancias de masa
muscular y pérdida de masa grasa), se cuantifico el peso de la canal del animal. La canal
corresponde al peso del animal tras ser sacrificado y desangrado, sin piel, grasa, cabeza,
extremidades ni visceras. Por ultimo, la extraccion de la grasa del higado se llevo a cabo
mediante el método de Folch, con ligeras adaptaciones (Folch, Lees, y Sloane Stanley, 1957).
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Todos los experimentos fueron desarrollados siguiendo las Normas de Etica en Investigacion
en Ciencias del Deporte (Harriss y Atkinson, 2011) y de acuerdo a la Guia Europea de
Alojamiento y Cuidado Animal (European Community Council, 1986) (Estoppey-
Stojanovski, 1986). Ademads, todos los procedimientos que se han llevado a cabo en el
presente estudio han sido aprobados por el Comité Etico de Experimentacién Animal de la
Universidad de Granada.

Entrenamiento de los animales

El grupo experimental fue entrenado siguiendo un protocolo de entrenamiento de alta
intensidad basado en el desarrollo de la fuerza hipertrofia en un tapiz rodante de disefio
especial para ratas (Panlab de 5 calles, LE8710R), con cargas regulables en una bolsa atada
con una cuerda a la cola del animal. Este tipo de entrenamiento se eligié con el fin de
reproducir el tipo de ejercicio realizado por personas interesadas en ganar masa y fuerza
muscular. Por lo tanto, dicho protocolo sigue los principios bésicos del entrenamiento para el
desarrollo de la fuerza hipertrofia en humanos, implicando incrementos de cargas,
repeticiones y series para maximizar las ganancias musculares (de Salles, Simao, Miranda,
Novaes Jda, Lemos, y Willardson, 2009).

El grupo de entrenamiento se ejercitd en dias alternos (3-4 sesiones/semana). Los animales
corrieron a una velocidad constante de 38 cm/s durante todo el periodo experimental en su
ciclo de oscuridad (de activacién). Antes de iniciar el periodo experimental, los animales
fueron adaptados al tapiz durante una semana, los primeros tres dias sin peso, y los ultimos
cuatro dias arrastrando el 20% de su peso corporal. Dicho entrenamiento finaliz6 cuatro dias
previos al fin del periodo experimental con la intencion de no interferir de forma aguda sobre
ciertos parametros plasmaticos (por ejemplo de las concentraciones de creatina quinasa).

El nimero de sesiones llevadas a cabo cada semana, el numero de series por sesion y el
tiempo empleado en cada sesion en conjunto, asi como la carga soportada por los animales, se
muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Descripcion del protocolo de entrenamiento de alta intensidad

Semana Tiel'npo df’ Series Descanso entre series Carga
trabajo (min) (min) (% 1 RM)
1 2 10 1 55
2 2 10 1 60
3 2 10 1 65
4 2 10 1,5 70
5 2 10 1,5 70
6 2,5 10 1,5 75
7 2,5 12 1,5 75
8 2 12 2 80
9 2,5 12 2 80
10 1,5 12 2 85
11 2 12 2,5 85
12 1 12 2,5 85

RM, Repeticion méxima
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Desde la primera semana del periodo experimental hasta la finalizacion del estudio, los pesos
de la bolsa (cargas) se incrementaron progresivamente y se ajustaron individualmente una vez
por semana en base al porcentaje de una repeticion méxima (1 RM), que se define como la
carga maxima que la rata podia arrastrar en su bolsa. La prueba de estimacion de 1RM se
realizd como se describe a continuacion: el animal es colocado en una superficie plana,
horizontal y no resbaladiza con la bolsa atada a su cola con una carga especifica. El animal es
estimulado acusticamente e inmediatamente reacciona desplazdndose. Este procedimiento se
repite varias veces, aumentando la carga cada vez, hasta que la carga es tan pesada que la rata
no puede avanzar con ella atin siendo estimulada acusticamente. La carga alcanzada en este
punto se considera 1RM.

Los animales sedentarios fueron manipulados de forma exactamente igual a los grupos de
entrenamiento, exceptuando el propio entrenamiento, con el fin de evitar un efecto
contaminante debido al contacto humano.

Andlisis quimicos

El contenido total de N del suplemento proteico y del musculo gastronemio se determind por
el método de Kjeldahl. La proteina cruda se calculé como N x 6,25.

El pH de la orina fue analizado con un pH-metro (Crison, Barcelona, Espafia).

Las concentraciones plasmaticas de colesterol total, colesterol LDL y HDL, triglicéridos,
hierro, lactato deshidrogenasa (LDH) y creatina quinasa (CK) se midieron con un
autoanalizador (Hitachi-p800 Roche, F. Hoffmann-La Roche Ltd. Suiza). Para Ila
determinacion del colesterol y triglicéridos hepdaticos se utilizaron kits comerciales
(Spinreact, S.A. Gerona, Espafia).
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Las concentraciones de corticosterona en plasma se midieron por radioinmunoensayo
utilizando un kit comercial (Corticosteronal-125Kitpara rata/ratén; DRG International Inc.
EE.UU). Todas las muestras se analizaron por duplicado y en el mismo ensayo. El coeficiente
de variacion intraensayo fue del 4,4% y la sensibilidad fue de 7,7 ng/ml. Las concentraciones
de testosterona en plasma también se estimaron por duplicado y mediante radioinmunoensayo
utilizando un kit comercial (TESTO-CTK I-125Kit; DiaSorin, Italia). El coeficiente de
variacion intraensayo fue del 5,1% y la sensibilidad fue de 0,02 ng/ml. Adicionalmente, los
indices corticosterona/testosterona y testosterona/corticosterona fueron calculados.

Andlisis morfologico renal

Las muestras del rindn izquierdo fueron fijadas en formalina tamponada al 4% y se
introdujeron en parafina. Posteriormente, se obtuvieron secciones de cuatro micrémetros de
espesor que fueron tefiidas con picro-sirius1% F3BA rojo (Gurr, BDH Chemicales Ltd, Poole,
Reino Unido) (Sweat, Puchtler, y Rosenthal, 1964). Esta técnica permite la visualizacion de
fibras conectivas de color rojo oscuro sobre un fondo amarillo palido (Sweat, Puchtler, y
Rosenthal, 1964).Las secciones fueron evaluadas por microscopia optica. Cuarenta imagenes
por muestra fueron capturadas: veinte de los glomérulos para determinar la morfometria y el
tejido conectivo intraglomerular y veinte del area tubulointersticial para medir el tejido
conectivo intersticial. Todas las imagenes fueron adquiridas con objetivo 20x y analizadas
con el software FibrosisHR® (Masseroli, O'Valle, Andujar, Ramirez, Gomez-Morales, de
Dios Luna, Aguilar, Aguilar, Rodriguez-Puyol, y Del Moral, 1998). Esta aplicacion de
andlisis de imdagenes nos permite cuantificar de forma automatica los parametros

morfométricos usando varios algoritmos de procesamiento de iméagenes (Masseroli y col.,
1998).

Se estimaron las siguientes variables: a) Porcentaje de tejido conectivo intersticial en
referencia al drea de la imagen, excluyendo el area glomerular (el tejido conectivo que hay en
el intersticio mas la capsula de Bowman). b) El 4rea de tejido conectivo intersticial
incluyendo la capsula de Bowman (sin glomérulo). ¢) El area glomerular.

Tratamiento estadistico de los datos

Los resultados se presentan como media y desviacion tipica, a no ser que se indique lo
contrario. Los efectos del EAI sobre las distintas variables incluidas en el estudio en
comparacion con el grupo sedentario fueron analizados mediante un anélisis de la varianza
(ANOVA). Todos los andlisis se llevaron a cabo con el software estadistico SPSS, version
19.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL), y el nivel de significacion se establecio en P
<0,05.

Resultados

La cantidad ingerida de alimento, el peso corporal y pardmetros musculares, asi como los
marcadores hormonales de estrés, se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Efectos del entrenamiento de alta intensidad sobre el peso, la ingesta y parametros musculares y

hormonales
. Entrenamiento de alta
Sedentario . .

intensidad
Ingesta media (g/dia) 17,07+2,35 14,89*x1,76
Peso final (g) 340,63+33,75 310,56***+35,58
Canal (g) 176,49+17,76 164,88***+18,10
Nitrégeno gastronemio (g/100g SS) 13,47+0,82 13,92+0,76
Marcadores hormonales de estrés
Corticosterona (nmol/L) 23,30+6,16 28,05**+4 56
Testosterona (nmol/L) 4,72+3,39 2,96*+2.54
Ratio corticosterona/testosterona 4,39+3 .86 8,12**+6,13
Ratio Testosterona/corticosterona 0,43+0,39 0,20*%*+0,14

Valores mostrados como media+desviacion tipica. *P<0,05, **P<0,01 y ***P<0,001; SS,
sustancia seca.

La ingesta media de los animales entrenados fue significativamente menor en comparacion
con el grupo sedentario (P=0,021), asi como los valores de peso final y de la canal (ambos,
P<0,001). A nivel muscular encontramos una ligeramente mayor, aunque no significativa,
fijacion de N en el musculo gastronemio (P=0,062).

Se observaron mayores concentraciones de corticosterona (P=0,029) y de la ratio
corticosterona/testosterona  (P=0,006); junto con una disminucién de los niveles de
testosterona (P=0,029) y de la ratio testosterona/corticosterona (P=0,002) en el grupo de EAI
en comparacion con el sedentario.

Los marcadores de perfil lipidico plasmatico y hepatico se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Efectos del entrenamiento de alta intensidad sobre el perfil lipidico plasmatico y hepatico

Sedentario Entrenamiento de alta intensidad
Perfil lipidico plasmatico
Colesterol total (mg/dl) 46,78+11,89 44,63x13,11
Triglicéridos (mg/dl) 81,23+72,18 54,28**+32.49
Colesterol-HDL (mg/dl) 19,42+11,97 22,88+13,56
Colesterol-LDL (mg/dl) 5,54+4,35 8,08**+5 36
Perfil lipidico hepatico
Grasa (g) 0,025+0,008 0,030**+0,01
Grasa (%) 6,83+2,00 7,88%**+2 47
Colesterol (mg/g) 3,78+1,17 3,51+1,29
Triglicéridos (mg/g) 3,67+2,19 2,99*+1,25

Valores mostrados como media+desviacion tipica. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001. HDL,
lipoproteina de alta densidad; LDL, lipoproteina de baja densidad

A nivel lipidico plasmatico, el grupo EAI mostré menores concentraciones de triglicéridos
con respecto al control (P=0,004), pero mayores concentraciones de colesterol LDL
(P=0,002), sin diferencias en colesterol total ni colesterol HDL. A nivel lipidico hepatico, se
aprecian diferencias en cuanto a la cantidad de grasa en higado, siendo mas elevada en el
grupo EAI (P<0,01). Por el contrario, el grupo EAI presentdé menores niveles de triglicéridos
hepaticos (P=0,022) y no se apreciaron diferencias en las concentraciones de colesterol total.

Otros valores plasmaticos y urinarios relacionados con el EAI asi como la morfologia renal
se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Efectos del entrenamiento de alta intensidad sobre marcadores plasmaticos, urinarios
y de morfologia renal.

Entrenamiento de alta

Sedentario intensidad
Creatina Quinasa (UI/L) 1267,7+1115,2 2039,5*+1816,0
Lactato deshidrogenasa (UI/L) 1615,3+1539,0 1678,0+1444,3
Hierro (mg/dl) 194,03+114,4 146,75%*+58,3
pH urinario 6,62+0,57 6,37*+0,46
Pardmetros renales
Riiidn (g) 1,09+0,23 1,00+0,18
Rifio6n (g/100g peso) 0,32+0,06 0,31+0,04
Tejido conectivo intersticial (%) 3,02+1,05 3,81*%+1,20
Tejido conectivo intersticial (um?) 3951+1380 5021*£1631
Area glomerular (um?) 43497+4974 42855+4809

Valores mostrados como media+desviacion tipica. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

Los niveles plasmaticos de CK fueron superiores en el grupo EAI (P=0,011), a la vez que
dicho grupo mostré una menor concentracioén plasmatica de hierro (P=0,002). El pH urinario
fue ligeramente mas acido en el grupo de EAI (P=0,046). No se observaron diferencias en las
concentraciones plasmaticas de LDH.

El grupo EAI presentd un aumento del tejido conectivo intersticial renal en porcentaje y area
(ambos, P=0,03). No se observaron diferencias en el peso del rifion ni en el area glomerular.

Discusion
Los principales hallazgos de este estudio parecen confirmar los posibles efectos adversos a
nivel lipidico, renal y hepdtico del estrés inducido por un protocolo de EAI en ratas. Hemos
confirmado el estado de sobreentrenamiento en el grupo EAI a través de la disminucion de la
ingesta, la pérdida de peso, las casi inexistentes ganancias musculares, las menores
concentraciones plasmaticas de hierro y los indices hormonales de estrés (aumento de la
corticosterona, reduccion de la testosterona y alteracion de las ratios corticosterona:

testosterona y testosterona:corticosterona) (Adlercreutz, Harkonen, Kuoppasalmi, Naveri,
Huhtaniemi, Tikkanen, Remes, Dessypris, y Karvonen, 1986; Liu, He, y Li, 2013; Meeusen y
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col., 2013; Priya y Reddy, 2012; Smith, Ben-Shlomo, Beswick, Yarnell, Lightman, y Elwood,
2005; Urhausen, Gabriel, y Kindermann, 1995; Wang, Wang, Chen, Lin, Gao, y Zhang,
2012). A pesar de la pérdida de peso, el grupo EAI mostrd un perfil lipidico hepatico y
plasmatico menos favorable, con mayor cantidad de grasa en higado y mayores
concentraciones plasmaticas de colesterol LDL. Ademads, los rifiones de los animales con
posible estado de sobreentrenamiento presentaron una peor morfologia.

El cortisol es un glucocorticoide liberado por la corteza adrenal en respuesta al estrés que
podria jugar un papel importante en la remodelacion del tejido en respuesta al ejercicio
intenso (Fragala, Kraemer, Denegar, Maresh, Mastro, y Volek, 2011; Kraemer, Fleck,
Callister, Shealy, Dudley, Maresh, Marchitelli, Cruthirds, Murray, y Falkel, 1989; Kraemer,
Noble, Clark, y Culver, 1987; Kraemer y Ratamess, 2005). En modelos experimentales
animales, el aumento de las concentraciones de corticosterona (equivalente al cortisol en
humanos), tiene como efecto la inhibicion de la secrecion de testosterona (Smith y col., 2005).
Ademas, el estrés induce un deterioro de las células de Leydig, asi como de Ia
espermatogénesis en ratas (Priya y Reddy, 2012; Wang y col., 2012). La importancia de la
secrecion de la testosterona en el organismo viene marcada por el papel clave que desempena
a la hora de conseguir la recuperacion de las fibras musculares, las ganancias de la fuerza
y masa musculary el incremento de la densidad y resistencia 6sea (Xiao, Chen, y Dong,
2012). El sindrome de sobreentrenamiento se ha relacionado con la insuficiencia suprarrenal.
De hecho, existe una relacion directa entre el estrés fisico cronico y la pérdida de
funcionalidad de las glandulas suprarrenales, por lo que el rendimiento deportivo se veria
gravemente afectado (Brooks y Carter, 2013). Por estos motivos, la ratio testosterona:cortisol
se emplea como una medida del equilibrio anabdlico y catabolico (Filaire, Bernain, Sagnol, y
Lac, 2001; Urhausen, Gabriel, y Kindermann, 1995), estableciéndose que una disminucion
superior al 30% puede ser indicativa de un estado de sobreentrenamiento (Adlercreutz y col.,
1986; Filaire, Bernain, Sagnol, y Lac, 2001). Nuestros resultados han confirmado estos
hallazgos observando mayores niveles de corticosterona y menores de testosterona en plasma
en el grupo de EAIL, lo que ha derivado en una reduccion del 52% de la ratio
testosterona:cortisol. No obstante, la liberacion de cortisol en relacion a la testosterona podria
variar en funcién a la naturaleza del ejercicio realizado (Slivka, Hailes, Cuddy, y Ruby,
2010), y ciertos autores no han confirmado un incremento de la ratio cortisol:testosterona ante
entrenamientos de fuerza de alta intensidad (Fry, Kraemer y Ramsey, 1998).

El entrenamiento de fuerza puede tener efectos metabolicos importantes, tales como la
reduccion de la masa grasa y el colesterol LDL y los triglicéridos, con la consiguiente
reduccion del riesgo de enfermedad cardiovascular (Houston, Fazio, Chilton, Wise, Jones,
Barringer, y Bramlet, 2009). Un protocolo de entrenamiento con cargas disefiado para la
ganancia de masa muscular, como el desarrollado en nuestro estudio, se espera que provoque
ganancias a nivel estructural-plastico, como asi se ha confirmado en otros estudios donde se
han aplicado programas de entrenamiento a intensidades moderadas en ratas. Sirva como
ejemplo el de Matsakas, Macharia y col. (2012), en el que 14 animales divididos en tres
grupos (ejercicio en rueda, ejercicio en agua y grupo de ratas sedentarias) se sometieron a 5
semanas de entrenamiento resistido, observandose un aumento significativo de masa muscular
en ambos grupos de entreno con respecto al grupo control. Sin embargo, los resultados
obtenidos en nuestra muestra con un protocolo de EAI no reflejaron una clara ganancia de
masa muscular, lo que podria explicarse por la menor concentracion de testosterona (estado
catabolico) observada en dicho grupo, y de ahi que la adherencia de N (proteina) al musculo
no haya sido notable. Asimismo, también hemos observado mayores concentraciones de CK
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en el grupo EAI, lo que podria ser indicativo de cierto grado de distrofia muscular (Oudman,
Clark, y Brewster, 2013). Inicialmente, nuestro grupo pretendia disefiar un protocolo de
entrenamiento basado en altas cargas con fines de ganancias de hipertrofia muscular, pero en
este caso, dicho objetivo no se ha cumplido por el estrés derivado en el animal tras el
desarrollo de dicho protocolo de ejercicio a altas intensidades. Por lo tanto, confirmamos que
el sobreentrenamiento podria comprometer el rendimiento fisico del deportista a través de un
peor estado muscular, entre otros factores (Oudman, Clark, y Brewster, 2013; Xiao, Chen y
Dong, 2012).

A diferencia de lo descrito en otros estudios desarrollados en ratas con protocolos de ejercicio
a intensidad moderada (Ishigaki, Koyama, Tsujita, Tanaka, Hori, y Oku, 2005; Lira, Rosa,
Pimentel, Tarini, Arida, Faloppa, Alves, do Nascimento, Oyama, Seelaender, de Mello, y
Santos, 2010), hemos detectado valores adversos en algunos marcadores de perfil lipidico en
el grupo de EAI, como mayor colesterol LDL plasmatico y mayores concentraciones de grasa
en higado. Tan solo los triglicéridos, presumiblemente por ser la principal fuente energética
en el ejercicio, han sido menores en el grupo de ratas de EAI con respecto a las sedentarias.
Este fendmeno podria atribuirse a una posible alteracion metabolica provocada por el estrés
(Catalina-Romero, Calvo, Sanchez-Chaparro, Valdivielso, Sainz, Cabrera, Gonzalez-
Quintela, y Roman, 2013; Depke, Fusch, Domanska, Geffers, Volker, Schuett, y Kiank,
2008). De hecho, en humanos se ha observado una clara asociacion entre estrés laboral y
dislipidemias (Catalina-Romero y col., 2013). En el estudio de Catalina-Romero y col.
(2013), tras ajustar por posibles factores de confusion, el estrés laboral se asocid con el
diagnéstico positivo de dislipidemia, colesterol LDL elevado y colesterol HDL bajo. En
deportistas, y en concordancia con nuestros hallazgos, Ruiz y col. (2004) observaron que el
ejercicio fisico que induce un alto nivel de estrés puede conducir a alteraciones en el perfil
lipidico plasmatico. Para ello se estudi6 a un grupo de 28 nadadores, 17 jugadores de voleibol
y 23 jugadores de futbol, y un grupo control de 26 sujetos sanos sedentarios. Se observo que
las personas que practican deportes que implican un alto nivel de esfuerzo fisico (los
jugadores de voleibol y futbol) tenian un perfil lipidico menos favorable en comparaciéon con
los sujetos control. En la misma linea, en el estudio realizado por Martin-Cordero y col.
(2011) 36 ratas se dividieron en 4 grupos: ratas sedentarias (n=9), ratas sedentarias que
realizaron una Unica sesion de ejercicio extenuante (n=9), ratas entrenadas (n=9) y ratas
entrenadas que llevaron a cabo una sola sesion de ejercicio agudo (n=9), durante 14
semanas. Los autores concluyeron que una intensidad de ejercicio inadecuada puede empeorar
la regulacion hormonal, lo que contribuye a los trastornos metabolicos, inflamatorios y de
estrés asociados con el sindrome metabolico. Finalmente, hasta donde nuestro conocimiento
nos lo permite, ningiin estudio ha analizado los efectos del estrés sobre el perfil lipidico
hepatico. En nuestro disefio experimental las ratas sometidas a EAI presentaron mayor
porcentaje graso en higado, aunque menor concentracion de triglicéridos.

En la poblacion general, el ejercicio parece mejorar el estado renal (Moinuddin y Leehey,
2008; Peng, Chen, Hsieh, y Peng, 2012; Peng, Chen, Lu, y Peng, 2012; Pinheiro-Mulder,
Aguila, Bregman, y Mandarim-de-Lacerda, 2010; Poortmans y Ouchinsky, 2006). De hecho,
la practica regular de ejercicio fisico moderado podria mejorar la ratio de filtracion glomerular
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y controlar la microalbuminuria (Moinuddin y Leehey, 2008; Pinheiro-Mulder, Aguila,
Bregman, y Mandarim-de-Lacerda, 2010; Poortmans y Ouchinsky, 2006). El ejercicio
también puede disminuir la inflamacién renal (Pinheiro-Mulder, Aguila, Bregman, y
Mandarim-de-Lacerda, 2010). En el presente estudio hemos observado un menor, pero no
significativo, peso del rifion en los animales entrenados, lo que podria significar una menor
inflamacion renal o una menor hipertrofia renal. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por nuestro grupo en un estudio previo con similar protocolo de entrenamiento,
donde los animales entrenados también mostraron un menor peso del rifion (Aparicio, Nebot,
Kapravelou, Sanchez, Porres, Lopez Jurado, y Aranda, 2011). Sin embargo, el andlisis
histologico mostré mayor tejido conectivo intersticial en el grupo de EAIL el cual es
considerado precursor de fibrosis y por lo tanto podria predisponer a patologias renales a
largo plazo. De hecho, un estudio previo analizé Uinicamente los efectos del EAI sobre la
morfologia renal, obteniendo un peor perfil morfoldgico tras el desarrollo de este protocolo de
este protocolo de entrenamiento, y consecuentemente un mayor riesgo de enfermedades
renales a largo plazo (Aparicio, Tassi, Nebot, Camiletti-Moiron, Ortega, Porres, y Aranda,
2014).

Algunas hipotesis podrian justificar este peor perfil renal fruto del sobreentrenamiento. i. El
ejercicio extenuante o de alta intensidad puede provocar dafio muscular que deriva en la
liberacion de proteinas musculares tales como la CK, LDH, o mioglobina (Skenderi,
Kavouras, Anastasiou, Yiannakouris, y Matalas, 2006; Warren, Blumbergs, y Thompson,
2002). La funcion renal podria verse alterada cuando la concentracion de dichas moléculas se
incrementa (Holt y Moore, 2000). ii. El cortisol también podria jugar un papel importante en
la remodelacion del tejido renal en respuesta al ejercicio intenso (Fragala y col., 2011;
Kraemer y col., 1989; Kraemer, Noble, Clark, y Culver, 1987; Kraemer y Ratamess, 2005).
Mantener los niveles de corticosterona en cantidades suprafisioldgicas puede dar lugar a la
modificacion de la estructura y de la funcién renal (Benghuzzi, Tucci, Hughes, Lyon, y
Adams, 2005). iii. Como se ha mencionado anteriormente, el grupo de EAI también presento
unas concentraciones 60% menores de testosterona en comparacion con el grupo sedentario.
La disfuncion gonadal es frecuente en los hombres con enfermedad renal crénica y la
deficiencia de testosterona esta presente entre el 26-66% de los hombres con diferentes grados
de insuficiencia renal (Iglesias, Carrero, y Diez, 2012). Datos experimentales y clinicos
sugieren que la testosterona podria tener implicaciones clinicas importantes con respecto a la
progresion de la enfermedad renal (Iglesias, Carrero, y Diez, 2012). iv. Finalmente, el EAI,
como es el de fuerza hipertrofia, puede provocar hipoxia, hipoglucemia o estrés oxidativo,
situaciones que podrian inducir estrés del reticulo endoplasmico, induciendo dafio renal a
nivel glomerular y tubular (Dickhout y Krepinsky, 2009; Inagi, 2009). En linea con estos
resultados, recientemente algunos autores han encontrado wuna asociacion entre
sobreentrenamiento y estrés oxidativo (Liu, He, y Li, 2013).

Limitaciones

El presente estudio tiene algunas limitaciones que deben ser mencionadas. En primer lugar,
los resultados fisioldgicos obtenidos en roedores deben ser confirmados en humanos. Dicho
con otras palabras, los efectos observados tras tres meses de EAI en ratas no pueden
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extrapolarse directamente a los posibles efectos en humanos dado que éstos tienen una
motivacion intrinseca hacia la préctica de ejercicio fisico. Por otra parte, a pesar de que hemos
tratado de reproducir la metodologia de entrenamiento de fuerza hipertrofia desarrollada por
humanos, este protocolo no refleja exactamente la metodologia utilizada por los humanos
para el desarrollo de la fuerza hipertrofia, por cuestiones obvias. De hecho, en humanos los
niveles de estrés serian probablemente inferiores al tratarse de un comportamiento consciente,
voluntario y con motivacion personal. No obstante, nuestro objetivo en este estudio era
profundizar en el conocimiento de la respuesta fisioldgica al estrés inducida por el ejercicio de
alta intensidad. En segundo lugar, la medicion de algunos marcadores inmunologicos y de
dafio muscular tales como la inmunoglobulina A (IgA), factor de crecimiento insulinico tipo 1
(IGF-1), interleucina 1 (IL-1), IL-6, proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) o
mioglobina, habrian sido de interés en la interpretacion de los presentes resultados. Asi
mismo, la anestesia de los animales podria afectar a ciertos niveles plasmaticos, entre ellos la
corticosterona. Por otra parte, es importante destacar que este es el primer estudio que analiza
de forma global los efectos de un posible estado de sobreentrenamiento inducido por un EAI
sobre indices metabdlicos, marcadores plasmaticos, musculares, hepaticos y renales en un
mismo trabajo, y es el primero en mostrar resultados de perfil lipidico hepatico.

Conclusiones

En definitiva, podemos concluir que bajo nuestro disefio experimental hemos observado que
un programa de EAI en roedores ha inducido un estado de estrés cronico contraproducente a
varios niveles fisioldgicos. Con esto no queremos indicar que cargas o protocolos de
entrenamiento similares puedan derivar en el mismo estado de estrés-sobreentrenamiento en
humanos, sino tan solo estudiar y reproducir los efectos que dicho estrés inducido por el EAI
podria provocar en deportistas que sufrieran de dicho sindrome. El objetivo fue por tanto
conocer mejor los efectos fisioldgicos del sobreentrenamiento sobre 6rganos poco estudiados,
con la intencion de proteger al deportista y concienciar al entrenador de la importancia del
correcto control y cuantificacion de las cargas (Kellmann, 2010; Meeusen y col., 2013).
Podemos destacar que, sumado a lo ya conocido, las alteraciones detectadas a nivel hepatico y
renal podrian derivar en patologias a largo plazo.

Finalmente, los autores del presente manuscrito queremos hacer hincapi¢ en que con este
estudio no criticamos la practica de ejercicio de alta intensidad, sino un programa
descontrolado del mismo. Asi, podemos concluir que la practica de ejercicio fisico de alta
intensidad puede llegar a resultar insana a niveles dificilmente perceptibles si ésta no es
programada adecuadamente por profesionales altamente cualificados, o si el potencial estado
de sobreentrenamiento no es prevenido a nivel psicologico y fisioldégico por un equipo
multidisciplinar.
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