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NIVELES URINARIOS DE HIDROXIPROLINA 24, 48 Y 72 HORAS DESPUES
DE UN TRABAJO MAXIMO DE FLEXIBILIDAD ESTATICA

ASSESSED URINARY LEVELS OF HYDROXYPROLINE 24, 48 AND 72 HOURS AFTER

MAXIMAL STRECHING EXERCISE

El objetivo del presente estudio fue investigar el grado de cata-
bolismo del coldgeno a través de los niveles de excrecion urina-
ria de hidroxiprolina (HP), evaluados en diferentes momentos,
en 37 bomberos del 1° Agrupamiento de rescate (GMAR)

del Estado de Rio de Janeiro (Brasil) del sexo masculino, que
realizan entrenamiento fisico regular, con un promedio de 29
afios, divididos en dos grupos: grupo control (n=17) el cual no
sufrié ningtin tipo de intervencion y el grupo experimental (n=
20) que fue sometido a trabajo maximo de flexibilidad estatica.
Como procedimiento metodoldgico se realizo la toma de 4
muestras urinarias por cada individuo. La primera se realiz6
antes de la intervencion para obtener una referencia del nivel
basal de HP. La segunda, tercera y cuarta se realizaron a las
24h, 48h 'y 72 horas respectivamente después del estiramiento,
respetando un ayuno de 12 horas antes de la obtencion de las
muestras. Para la determinacion de los niveles de HP urinaria
fue utilizado el kit ClinRep® (complete kit para hydroxyproline
en orine) a través del método colorimétrico. Los resultados
encontrados en el grupo experimental fueron: A basal - 24hrs
=1,99 mg/ 24hrs.; A 24 hrs - 48 hrs = 9,01 mg/ 24 hrs; A 48
hrs -72 hrs= - 9,90 mg/ 24 hrs y A Basal - 72 hrs = 1,09 mg/24
hrs. Por los resultados, se concluye que hubo incremento sig-
nificativo en la concentracion de HP entre los instantes basal y
pasadas 24hrs (p= 0,000), también se constaté aumento signi-
ficativo tras 48hrs (p=0,000), y un descenso de concentracion
después de las 72 hrs (p=0,353) que casi iguala al nivel del
instante basal, determinando asf que la evolucion en los valores
urinarios de HP puede ser un indicador bioquimico del proceso
de reparacion del tejido conjuntivo del sistema musculo-esque-
lético sometido a un estiramiento maximo.

Palabras clave: Flexibilidad. Elongacion Estatica e Hidroxi-
prolina.

CORRESPONDENCIA:
Rafaella Bauerfeldt

SUMMARY

The purpose of this study was to investigate the degree of
catabolism of collagen as measured by levels of urinary excre-
tion of hydroxyproline (HP) after static stretching exercise.
Study participants were 37 firefighters from the 1st GMAR of
the State of Rio de Janeiro of the male gender, who are doing
regular physical training, = + 29 years old, divided into two
groups: control group (n = 17) which has not undergone any
type of intervention and the experimental group (n = 20) which
was submitted to static stretching exercise. As a methodological
procedure was performed 4 urine samples for each individual.
The first collection was performed before the procedure to veri-
fy the level of HP as reference of the sample group (basal). The
second, third and fourth collections were performed 24h, 48h
and 72 hours after stretching static, with a fasting of 12 hours
before sampling. For the determination of urinary levels of HP,
was used ClinRep (complete kit for hydroxyproline in urine)

by the method colorimetric. The results found on the levels of
HP: A basal-24h=1,99 mg/24h. ; A 24h-48h= 9,01 mg/24h

; A 48h-72h= - 9,90 mg/24h e A Basal-72h= 1,09 mg/24h.

For the results it is concluded that there was a difference in

the concentrations of HP between the baseline and 24h (p =
0,001 <0.05), with a significant increase in 48h (p = 0,001
<0.05) and a recovery concentration after 72h (p = 0,353>
0.05), matching it to the original level of the basal time, thereby
determining that HP may be a biochemical index in the process
of tissue repair and remodeling after exercise.
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INTRODUCCION

El creciente interés de la poblacion por participar
o involucrarse en programas de actividad fisica
viene acompafiado por el aumento de dafios en
el aparato locomotor, dado que existe una im-
portante complejidad de factores de riesgo que
relacionan los dafios musculo-esqueléticos y los
ejercicios’.

Durante la préctica de actividad fisica esos da-
flos pueden volverse constantes’. Sin embargo
en un entrenamiento de fuerza o de flexibilidad,
el atleta puede exceder voluntariamente el limite
eldstico mioarticular y desencadenar procesos
lesivos en diversas estructuras, a fin de mejorar
su rendimiento’*.

La elaboracion de métodos seguros de entrena-
miento de la flexibilidad es importante tanto para
la promocion del acondicionamiento fisico rela-
cionado con la salud® como para la mejora del
rendimiento, ademds de representar una posible
prevencion y reduccion de la incidencia de las
lesiones provocadas por el sobreentrenamiento®.
Por lo tanto, los estiramientos realizados antes
y/o después del ejercicio tienen como finalidad
tanto la mejora del rendimiento atlético como
la reduccion del riesgo de lesiones y de la inten-
sidad y frecuencia de aparicion de la mialgia o
dolor muscular de aparicion tardia, especial-
mente en ejercicios que implican contracciones
musculares excéntricas’.

Segtin Nacimiento?, los ejercicios de estiramiento
son una forma de entrenamiento de la flexibili-
dad que trabaja sobre los grados maximos de las
amplitudes articulares del aparato locomotor.
Este trabajo puede ser realizado a través de los
métodos balistico, facilitacion neuromuscular
propioceptiva (FNP) y estdtico, siendo este ul-
timo el mas utilizado debido a su facilidad de
aprendizaje y ejecucion’.

Tales trabajos pueden causar dafios tisulares
ya que sobrepasan los limites fisioldgicos arti-
culares; es decir, los ejercicios de estiramiento
que se realicen a una intensidad que supere la
capacidad de adaptacion de los elementos mus-

culo-tendinosos o ligamentosos podrian causar
lesiones agudas o diferidas'.

Este dafio tisular puede ser un proceso favorable
a la ganancia de flexibilidad si en el momento
de la supercompensacion se genera un nuevo
estimulo. La superconpensacion se basa en el
principio de sobrecarga progresiva. Esta teoria,
afirma que las reservas de energia gastada du-
rante el proceso de contraccion muscular son
reconstruidos o reemplazados sélo en el periodo
de recuperacion o de descanso. Esta adaptacion,
a su vez, no se hard en proporcion igual a la
condicion previa al ejercicio, sino por encima de
esta condicion, lo que caracteriza el proceso de
supercompensacion'!.

El atleta puede llegar a la fatiga en el caso de que
el periodo de recuperacion sea insuficiente para
que se produzca el fenémeno de la supercom-
pensacion'2,

El tejido conjuntivo de los musculos y tendones
puede sufrir dafios cuando es sometido a un tra-
bajo de fuerza mediante estiramientos estdticos
forzados". Estos tejidos estan constituidos sobre
todo por coldgeno, el cual tiene la funcion de
mantener las propiedades de tension y resistencia
de los mismos, sin comprometer la elasticidad.

La ruptura del coldgeno ocasionada por la le-
sion del tejido conjuntivo lleva a la liberacion
al plasma del aminodcido Hidroxiprolina (HP),
que representa alrededor del 13% del contenido
de aminodcidos de la molécula de la proteina,
lo que posteriormente implica un aumento en
sus niveles de excrecion urinaria, pudiendo ser
considerado como un marcador bioquimico que
informa indirectamente del dafio tisular'.

Este hecho es confirmado a través de los estudios
realizados por Komi'?, quien sefiala que hay un
aumento de los niveles de HP proporcional al
grado de lesion sufrida por el aparato locomotor.

De acuerdo con Fox'¢, la excrecion urinaria de
hidroxiprolina es mds alta el dia del ejercicio,
24 horas y particularmente 48 horas después de
realizado el mismo.
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Considerando lo expuesto, el presente estudio
tiene por objetivo investigar el grado de catabo-
lismo del coldgeno, evaluado a través de los nive-
les urinarios de HP en los momentos posteriores
a un entrenamiento de flexibilidad estatica; es
decir, 24, 48 y 72 horas respectivamente después
ser sometidos a un trabajo maximo de flexibili-
dad estdtica.

MATERIAL Y METODO

Seleccion de Sujetos

Participaron en el estudio 37 bomberos del 1°
GMAR, del Estado de Rio de Janeiro, de sexo
masculino, entre 25 y 45 anos, todos ellos sujetos
entrenados en la programacion especifica del
entrenamiento fisico militar y sin antecedentes de
enfermedades hepdticas y/o renales que pudieran
influir en el metabolismo de la HP'".

El presente estudio atendi6 a las normas éticas
para la realizacion de investigaciones con seres
humanos, conforme a todos los procedimientos
de la declaracion de Helsinki de 1975 y fue apro-
bado por el Comité de Etica en Investigacion
de la Universidad de Castelo Branco/ RJ, con el
protocolo nimero 0035/2008.

Procedimientos Metodologicos

En el estudio se utilizaron dos grupos con dis-
tribucion aleatoria de los individuos: un grupo
control (GC), compuesto por 17 bomberos del
1° GMAR, que no sufrié intervencion y fueron
sometidos a cuatro andlisis de Hidroxiprolina
(HP) con un intervalo de separacion de 24 horas
entre cada uno de ellos, y un grupo experimental
(GE) que estuvo conformado por 20 bomberos
del 1° GMAR, los cuales fueron sometidos a tra-
bajo de estiramiento estatico hasta el limite de su
amplitud articular, a través de tres repeticiones de
10 segundos de duracion. Fueron realizados los
siguientes movimientos: elevacion y depresion de
escapula; flexion y extension coxo-femoral.

Tras la intervencion, los sujetos en estudio fueron
sometidos a la toma de cuatro muestras urinarias

de HP, realizando las respectivas colectas para el
andlisis de laboratorio mediante el método Nor-
din'®: una antes de la intervencion (considerada
la basal) y tres tras la intervencion, siendo efec-
tuadas en los instantes 24, 48 y 72 horas, respec-
tivamente. Todas las muestras fueron recogidas
en recipientes pldsticos marca Emplasul, siendo
inmediatamente transportadas y analizadas en los
Laboratorios Sérgio Franco (Rio de Janeiro, RJ).

Los sujetos en estudio no habian utilizado ningtin
tipo de sustancias ergogénicas, nutricionales, far-
macoldgicas, recursos fisioldgicos, alcohol o nin-
gun otro recurso que pudiera influir en los niveles
de excrecion urinaria de hidroxiprolina durante la
semana que precedio a la intervencion®. Ademas
del ayuno de 12 horas, 48 horas antes de empezar
la toma de muestras se instauré una dieta sin la
presencia de carnes rojas o de ave, mariscos, dul-
ces, helados o gelatinas, para intentar controlar y
estandarizar el aporte dietético de HP"™.

Para la determinacion de los niveles de HP uri-
naria, fue utilizado el kit ClinRep® (complete kit
para hydroxyproline en orine), a través del método
colorimétrico. En este método, la HP es oxidada
a pirrol, seguida de un acoplamiento con para-
dimetilaminobenzaldehido. Los reactivos cons-
taban de: solucion tampoén (pH 6,0), solucion
Cloramina T; reactivo de Erlich, Solucion Patrén
para hidroxiprolina, Fenolftaleina, Hidroxido de
Sodio, Isopropanol y 4cido perclérico.

Las muestras fueron analizadas en el sistema
HPLC (High Performance Liquid Chromato-
graphy) conteniendo una bomba de gradiente,
una vdlvula inyectora, una columna de calor
(60° C), un detector UV/VILES para 472 nm, un
ordenador con el software HPLC y un regulador
de pulso. Se consider6 como valor de referencia
el nivel de 5 a 25 mg/ 24 hrs de HP®, ya que este
es el punto de corte considerado adecuado, de
acuerdo con el método empleado, para indivi-
duos con mas de 20 afios.

Tras el analisis urinario, los valores de HP en-
contrados fueron convertidos de mg/l en mg/24
hrs a fin de posibilitar una comparacion directa
con los valores de referencia propuestos.
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TABLA 1.
Comportamiento de
la HP (mg/24h)*

en el Grupo Control

TABLA 2.

Datos descriptivos
de la HP (mg/24h)
en el Grupo Experi-
mental

FIGURA 1.
Comparaciéon
de los niveles

urinarios de
Hidroxiprolina
(mg/24h) intra e
intergrupos

(GC v/s. GE)
p<0,05; GE/
p<0,05; GC

Tratamiento Estadistico

Los datos fueron analizados con el programa
SPSS 16.0 (Statistical Package for the Societal
Sciences, Chicago, USA). Se verifico que la
muestra presentd una distribucion proxima a la
curva normal a través del test de Shapiro-Wilk.
Se utiliz6 el error alfa de 0,05 como nivel de sig-
nificacion estadistico. El test de esfericidad fue
significativo (p<0,05), por lo tanto fue utilizado
el factor de correccion de Greenhouse-Geisser
para ANOVA de medidas repetidas.

Fue constatada la diferencia entre las muestras
(p=0,0001). El test de comparaciéon pareada

Variable X md Sd (0] CV%
Basal C 10,58 9,55 2,41 0,91 22,75
24hC 10,50 10,12 3,96 1,50 37,75
48h C 10,07 10,93 2,91 1,10 28,93
72h C 10,86 11,62 2,07 0,78 19,07

X= media; md=mediana; sd= desviacion tipica o estandar; O= error pa-
tron; CV%= Coeficiente de variacion

Variable X md Sd 0 CV%
BasalE 11,72 12,13 0,98 0,31 8,38
24hE 13,71 13,80 0,44 0,14 324
48h E 22,72 22,83 2,37 0,75 10,42
72hE 12,81 11,79 349 1,10 2724

X= media; md=mediana; sd= desviacion tipica o estandar; O= error pa-
tron; CV%= Coeficiente de variacion

30,00

*
25,00 7z
20,00 + —
10 rgLOJL— Basal
]
15,00 1007 13,71 24+
) . 1725 12[78 i4h
I I migh
10,00 — —1 —
mizh
500 1 | ] .
0,00 + —
E

HP(mg)

GC G

*p<0,05 significacion estadistica con respecto al valor inicial

(Pairwise Comparisons) evidencié diferencia
entre el instante basal-24h y entre las determina-
ciones efectuadas a las 24 — 48 hrs.

RESULTADOS

En la Tabla 1 estan expuestos los resultados del
andlisis descriptivo de los datos de HP contras-
tados por el protocolo HPLC en el grupo de
control del estudio.

Se puede observar, por el comportamiento del
coeficiente de variacion, que la mediana es la
medida de tendencia central mds adecuada para
expresar los datos obtenidos en las 24? y 48% ho-
ras tras la intervencion®!.

Los datos de la concentracion de HP en orina
observados en el grupo experimental son expues-
tos en la Tabla 2.

En la Figura 1 se presentan las comparaciones
intra e intergrupos, en cuanto a la variable HP
urinaria. En el caso del GC, no se evidenciaron di-
ferencias significativas entre el estadio inicial (ba-
sal) y pasadas 24, 48 y 72 horas respectivamente.

Sin embargo, si observamos los resultados
alcanzados en el GE entre el estadio inicial (ba-
sal) y pasadas las 24, 48 y 72 horas después del
esfuerzo, se pueden apreciar diferencias signi-
ficativas (p< 0,05) entre la casi totalidad de las
evaluaciones realizadas. No obstante, la mayor
diferencia se observa a las 48 horas de realizado
el trabajo de estiramiento estatico, presentdndo-
se posteriormente a las 72 horas una disminu-
cién que alcanza casi los valores iniciales.

En la comparacion intergrupos, se observan dife-
rencia significativa en cada uno de los instantes
siendo la de mayor significacion la alcanzada en
la evaluacion a las 48 horas.

DISCUSION

El presente estudio constatd un aumento de
los niveles urinarios de hidroxiprolina entre los
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instantes basal y post 24 horas, existiendo un
incremento significativo tras 48 horas y una recu-
peracion de la concentracion de esos niveles des-
pués de 72 horas, acercdndose al nivel original
del instante basal, permitiendo ésto suponer que
los niveles urinarios de HP pueden ser un indica-
dor bioquimico de los procesos de destruccion,
reparacion y remodelacion del tejido conjuntivo
secundarios a estimulos mecdnicos especificos
como los estiramientos estaticos.

Estimulos adecuados, dentro de los limites de
la tolerancia y de la seguridad, tienden a causar
cambios bioquimicos y alteraciones de la estruc-
tura tisular, de modo que se produzca durante el
intervalo entre las sesiones de entrenamiento, la
reparacion y la restauracion tisular asi como una
mejora de la capacidad orgdnica para responder
ante un nuevo nivel de entrenamiento o ante un
estimulo de magnitud superior. Con la adapta-
cion del organismo al agente lesivo, un mismo
estimulo aplicado nuevamente tras dicha adap-
tacion orgdnica no va a implicar el mismo dafno
en los mecanismos homeostaticos?.

La optimizacion de los intervalos de recupera-
cion/reposo entre sucesivas sesiones de entre-
namiento y la regulacion de la carga de entre-
namiento de cada actividad programada son
la clave para el incremento de un determinado
sustrato bioquimico hasta niveles superiores a
aquellos encontrados al inicio de la sesion de
entrenamiento previa®.

Uno de los productos de la desintegracion de
los tejidos conjuntivos es el aminoacido hidroxi-
prolina. Un aumento en los niveles séricos de
esta sustancia y, posteriormente, en su excre-
cion urinaria, puede indicar dafios en los tejidos
conjuntivos, donde abunda el coldgeno. Fox!®
manifiesta que la excrecion urinaria de hidroxi-
prolina es mds alta el dia del ejercicio, 24 horas
y particularmente, 48 horas después del mismo,
en los individuos que sienten dolor muscular
tardio (D.O.M.S: Delayed Onset Muscular
Soreness). Existe también una correlacion sig-
nificativa entre el dia de “pico” en el aumento de
HP urinaria y los dias en los que se relata dolor
mads intenso?*.

Segtin Brown, et al*, 1a generacion de fuerza ele-
vada durante la contraccion muscular excéntrica
puede afectar al metabolismo del coldgeno y por
tanto al tejido conjuntivo presente en las estructu-
ras musculares y tendinosas. La resintesis aumen-
tada de coldgeno puede representar una respuesta
adaptativa del musculo y provocar cambios en
la excrecion urinaria de hidroxiprolina (HP), hi-
droxilisina (HL) y piridinolina (PYD)*.

Nacimiento® cita en sus estudios que el Dolor
Muscular de Inicio Tardio (DMIT) se manifiesta
de 24 a 48 horas después del término de las se-
siones de ejercicios, siendo mas pronunciado tras
trabajo de fuerza y flexibilidad.

Tricolli*” manifiesta que el dolor muscular tardio
se caracteriza por la sensacion de incomodidad
y dolor en la musculatura esquelética que ocurre
algunas horas después de la practica de una acti-
vidad fisica a la cual no estamos acostumbrados.
El DMIT no se manifiesta hasta aproximada-
mente 8 horas después de realizado el ejercicio,
aumentando la intensidad en las primeras 24 ho-
ras y alcanzando el maximo de intensidad entre
24y 72 horas. Posteriormente al esfuerzo realiza-
do, hay una caida progresiva en la intensidad del
dolor, de modo que pasados de cinco a siete dias
tras la realizacion del ejercicio el dolor desapare-
ce completamente. No hay evidencia, en trabajos
realizados en adultos jovenes y sanos, de que
los estiramientos realizados antes o después del
ejercicio prevengan la aparicion o disminuyan la
intensidad del dolor muscular?.

CONCLUSION

El presente estudio constatd un aumento de los nive-
les urinarios de hidroxiprolina entre los instantes ba-
sal y tras 24 horas después del estiramiento estatico,
existiendo un incremento significativo tras 48 horas y
una recuperacion de la concentracion de esos niveles
después de 72 horas, hasta igualarse con los niveles
basales o iniciales, confirmando asi que la evolucion
de los valores urinarios de HP puede constituir un
marcador o indicador bioquimico del proceso de re-
paracion y remodelacion de los tejidos previamente
alterados o dafiados por el estiramiento.
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