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RESUMEN

El ejercicio anaeróbico agudo puede promover la oxidación de los lípidos. Se planteó la hipótesis que sostiene que la
peroxidación  de  los  lípidos  inducida  por  el  ejercicio  en  las  fibras  musculares  de  contracción  rápida  disminuiría
significativamente luego de 12 semanas de suplementación dietaria con ácido lipoico, y que se reduciría aún más mediante
la combinación de 12 semanas de suplementación con 12 semanas de entrenamiento con esprints de alta intensidad.
Veinticuatro ratones fueron asignados al azar a tres grupos: Grupo control, grupo que recibió la suplementación de ácido
lipoico (LA), y grupo que recibió el suplemento y realizó el entrenamiento de esprint (LA+Ex). Los ratones de los grupos LA
y LA+Ex fueron alimentados con ácido lipoico (150 mg/kg de peso corporal) dos días por semana durante 12 semanas. Los
ratones del grupo LA+Ex participaron en un programa de entrenamiento de alta intensidad que consistió en correr en una
cinta  rodante  para  roedores  dos  días  por  semana  durante  12  semanas.  Después  de  la  dieta  y  del  programa  de
entrenamiento, los ratones del grupo control y del grupo experimental realizaron seis esprints consecutivos de 30 s en una
cinta rodante para roedores a una velocidad de 30 m/min, con un intervalo de recuperación de 1 min entre cada esprint.
Las concentraciones de malondialdehído (MDA), un producto de la peroxidación de los lipidos, fueron determinadas en las
fibras  musculares  de  contracción  rápida  mediante  espectrofotometría.  En  aquellos  ratones  que  recibieron  la
suplementación dietaria con ácido lipoico durante 12 semanas, no se observaron cambios en la concentración de MDA en
el músculo sóleo con predominio de fibras de contracción lenta. Sin embargo, la concentración de MDA en el músculo
extensor largo de los dedos (EDL) con predominio de fibras de contracción rápida presentó una marcada disminución con
respecto al control, lo que indicaría una disminución significativa en la peroxidación de lípidos. Los ratones que habían
recibido  la  suplementación  y  además  habían  realizado  el  entrenamiento  de  esprint  durante  12  semanas  también
presentaron una disminución significativa en la concentración de MDA en el EDL, respecto al grupo control. Debido a que
no se encontraron diferencias significativas entre los grupos LA y LA+Ex, parecería que los efectos de los dos tratamientos
no son aditivos.
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INTRODUCCION

Como consecuencia del metabolismo celular normal se produce la generación de especies reactivas del oxígeno (ROS) tales
como el oxígeno singlete, el radical superóxido, y el radical hidroxilo (1). El daño molecular relacionado a las ROS incluye
ruptura de las hebras y modificaciones de una sola base del ADN (2), oxidación de las cadenas laterales de aminoácidos y
fragmentación de polipéptidos (3), y degradación de los ácidos grasos poliinsaturados y fosfolípidos por peroxidación de los
lípidos (4). La inactivación de las ROS en el cuerpo se lleva a cabo mediante el sistema de defensa antioxidante endógeno
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que incluye la actividad de las enzimas, tales como la superóxido dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPx), y glutatión
reductasa (GR), junto con antioxidantes exógenos consumidos a través de la dieta (1). El estrés oxidativo puede ser
definido como la condición en la cual la producción celular de ROS excede la capacidad fisiológica del cuerpo para
inactivarlas (4).

El aumento en el consumo de oxígeno durante el ejercicio aeróbico está acompañado por un aumento en las ROS. El
ejercicio aeróbico agudo genera ROS que originan una perturbación en el transporte de electrones y provoca una excesiva
producción de radicales superóxido (4). Sin embargo, el entrenamiento de resistencia a largo plazo reduce eficientemente
el daño asociado con el mayor consumo de oxígeno, reforzando las defensas antioxidantes del cuerpo. Ha sido demostrado
que, en respuesta al entrenamiento de resistencia, aumentan las actividades de las enzimas antioxidantes GPx (5), GR (5),
y SOD (6).

El ejercicio anaeróbico agudo puede promover la oxidación de los lípidos. En ratas, un único esprint realizado a una
velocidad de 45 m/min eleva los hidroperóxidos de lípidos y las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) en el
músculo esquelético, indicando una peroxidacíon de lípidos significativa (7). En ratones, seis esprints de 30 s a una
velocidad de 30 m/min aumentaron significativamente la  concentración de malondialdehido (MDA),  un marcador de
peroxidación  de  lípidos,  en  el  músculo  esquelético  (8).  En  seres  humanos,  seis  esprints  de  150  m  aumentaron
significativamente los niveles plasmáticos de MDA (9).  Además, estudios anteriores indican que el entrenamiento de
esprint puede atenuar los efectos del estrés oxidativo. En ratas, luego del entrenamiento de esprint se produce un aumento
significativo en las actividades de las enzimas GPx y GR en los músculos cardíaco y esquelético (10). En ratones, el
entrenamiento de esprint reduce la peroxidación de lípidos en el músculo esquelético, tal como lo indica la disminución en
la  concentración  de  MDA  (8).  En  seres  humanos,  el  entrenamiento  de  esprint  produce  una  disminución  en  las
concentraciones plasmáticas de MDA y carbonilos proteicos, ambos biomarcadores de estrés oxidativo, cuando se los
comparó con sujetos desentrenados (11).

En los tejidos humanos,  el  ácido α-lipoico endógeno (LA) puede encontrarse en cantidades trazas en los complejos
enzimáticos  de  α-cetoácido  deshidrogenasa,  α-cetoglutarato  deshidrogenasa,  y  piruvato  deshidrogenasa  (12).  El  LA
exógeno es incorporado por una variedad de células y reducido a dihidrolipoato o DHLA por NADH o por enzimas NADPH-
dependientes (13). Tanto el LA como el DHLA desempeñan su actividad antioxidante a través de la quelación de metales de
transición como hierro,  cobre,  y  mercurio  (14).  Además,  las  formas oxidadas  y  reducidas  del  ácido lipoico  pueden
inactivar/secuestrar una gran cantidad de especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno, entre las que se pueden incluir, al
peróxido de hidrógeno, el radical hidroxilo, y el radical óxido nítrico (15). Finalmente, el DHLA es un agente reductor
fuerte y es capaz de regenerar algunos de los antioxidantes fisiológicos más importantes, como la vitamina C, vitamina E, y
glutatión (13).

El glutatión desempeña un papel fundamental en la defensa de los tejidos contra el estrés oxidativo (16).

La disponibilidad de cisteína, un precursor de la síntesis de glutatión, es un determinante crítico de los niveles de glutatión
celular (17). El DHLA proporciona la cisteína a través de la reducción de la cistina que abunda en el espacio extracelular
(18). Al reducir la cistina a cisteína, el DHLA se oxida a LA que es incorporado por las células y nuevamente reducido a
DHLA. De esta manera, el DHLA, un potente agente reductor, puede ser continuamente regenerado (17).

Hay abundante evidencia que demuestra la efectividad de la suplementación con LA sobre la reducción de la peroxidación
de lípidos. Manda et al. (19) observaron una disminución significativa en la generación de TBARS en el tejido cerebelar de
ratones irradiados con rayos X luego del tratamiento con LA. Baydas et al. (20) demostraron un efecto protector mediado
por LA contra la peroxidation de lípidos en las células gliales de ratas diabéticas.

Finalmente, un estudio de Sundaram y Panneerselvan (21) informó que la administración de LA junto con carnitina, un
metabolito mitocondrial, produce una disminución significativa en la peroxidación de lípidos del músculo esquelético en
ratas de edad avanzada.

En el presente estudio se plantearon las siguientes hipótesis: 1) La peroxidación de lípidos inducida por el ejercicio en las
fibras de contracción rápida del músculo esquelético puede ser significativamente reducida mediante la suplementación de
la dieta a largo plazo con LA, y 2) La peroxidación de lípidos inducida por el ejercicio en las fibras de contracción rápida
del músculo esquelético puede reducirse aún más, si la suplementación con LA se combina con el entrenamiento de
esprints de alta intensidad a largo plazo.
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METODOS

Animales

Este estudio fue aprobado por el  Comité Institucional  de Uso y Cuidado Animal de la Universidad Davis & Elkins.
Veinticuatro ratones albinos ICR machos (CD-1®) (Harlan, Indianapolis, IN), que tenían entre 5-7 semanas de vida al
comienzo del estudio, fueron colocados individualmente en jaulas ventiladas (Maxi-Miser Positive Individual Ventilation
System, Thoren Caging Systems, Inc., Hazelton, PA). Las jaulas fueron colocadas en un cuarto mantenido entre 18-24°C
con ciclos de 12 hs de luz – 12 hs de oscuridad. Los 24 ratones fueron asignados de manera aleatoria a tres grupos: control
(n=8), grupo que recibió la suplementación con ácido lipoico (LA, n=10), y grupo que recibió la suplementación con ácido
lipoico y realizó el entrenamiento de esprint (LA+Ex, n=6). Inicialmente, cada grupo tenía ocho ratones. Sin embargo, dos
ratones en el grupo LA+Ex se negaron a correr en la cinta rodante durante la primer semana de entrenamiento y por lo
tanto fueron transferidos al grupo LA.

Suplementación Dietaria

Todos los ratones recibieron y consumieron aproximadamente seis gramos de comida diariamente (Dieta Fortificada para
Ratas y Ratones, Kaytee Products, Inc., Chilton, WI). El ácido α-lipoico (Sigma, St. Louis, MO) fue mezclado con la comida
en polvo y proporcionado a los ratones de los grupos LA y LA+Ex en una dosis de 150 mg/kg de peso corporal dos días por
semana durante 12 semanas. Todos los ratones podían beber agua libremente.

Protocolos de Ejercicio

Los ratones del grupo LA+Ex participaron en un programa de entrenamiento de alta intensidad que consistió en correr en
cinta rodante dos días por semana durante 12 semanas. Cada sesión incluyó tres a seis esprints de 30 s a una velocidad de
24-30 m/min con una pendiente de 5-15° (Tabla 1), con un intervalo de recuperación de 1 min entre cada esprint.

Los ratones de los grupos LA y Control no realizaron el entrenamiento. Al final del período de entrenamiento, los ratones
entrenados y los que no realizaron entrenamiento realizaron seis esprints consecutivos de 30 s en una cinta rodante para
roedores a una velocidad de 30 m/min (15° pendiente), con un intervalo de recuperación de 1 min entre cada esprint. Una
rejilla electrificada (0,1 mA) colocada en la parte posterior de la cinta rodante fue utilizada con moderación para motivar a
los ratones para correr. Todos los procedimientos de ejercicios fueron llevados a cabo entre las 8:00 y 9:00 de la mañana

Tabla 1. Programa de entrenamiento de los ratones.

Determinación de la Peroxidación de los Lípidos

Los ratones fueron sacrificados mediante dislocación cervical. El sacrificio de los animales que realizaron ejercicio fue
llevado a cabo inmediatamente después del intervalo de 1 min de recuperación final. Se extrajeron los músculos soleo y
extensor  largo  de  los  dedos  (EDL)  de  los  miembros  posteriores,  fueron  enjuagados  con  agua  destilada  fría,
homogeneizados en buffer Tris-HCl 20 mM (pH 7,4), y se los hizo reaccionar con N-metil-2-fenilindol (R1) a 45°C. El R1 se
combina con MDA para generar un cromóforo estable con absorbancia máxima a 586 nm (Ensayo Colorimétrico para
peroxidación de lípidos,  Oxford Biomedical Research, Oxford, MI).  Para descontar la absorbancia base, se utilizaron
controles negativos que contenían Tris-HCl en lugar de los homogenatos de tejido. Las muestras experimentales y control
fueron analizadas espectrofotométricamente a 586 nm. Las concentraciones de MDA fueron calculadas a partir de los
valores de absorbancia, utilizando la siguiente fórmula: [MDA]=([A586 - b]/a) x df dónde [MDA] es la concentración de MDA
en μM en la muestra, A586 es la absorbancia neta de la muestra a 586 nm, a es la pendiente de la curva patrón de MDA (el
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patrón de MDA se incluye en el kit comercial de ensayo), b es la ordenada al origen de la curva patrón, y el df es el factor
de la dilución de la muestra.

Análisis Estadísticos

Para determinar la variabilidad entre los valores promedio de los grupos se utilizó un análisis de la varianza (ANOVA) de
una vía. Para establecer comparaciones específicas de grupo en el ANOVA de una vía se utilizó el test-t de dos muestras.
Todos los test-t fueron de dos colas y para considerar las diferencias como estadísticamente significativas, se fijó un nivel
de alfa de p<0,05. Los datos se expresan como valores medios±desviación estándar.

RESULTADOS

En los ratones que recibieron la suplementación dietaria con ácido lipoico durante 12 semanas, no se observaron cambios
en la concentración de MDA en las fibras del músculo soleo con predominio de fibras de contracción lenta. Sin embargo, la
concentración de MDA disminuyó drásticamente en las fibras del músculo EDL con predominio de fibras de contracción
rápida (11,067±1,63 μM),  con respecto  al  control  (16,370±1,20 μM),  indicando una disminución significativa  en la
peroxidación de los lípidos (Figura 1). Además, los ratones que habían realizado el entrenamiento de esprint y que habían
recibido  la  suplementación  con  LA  durante  12  semanas  también  presentaron  una  disminución  significativa  en  la
concentración de MDA en el  EDL (11,225±1,28 μM),  respecto  al  control  (Figura  1).  No se  observaron diferencias
significativas entre los grupos LA y LA+Ex.

Figura 1. Resultados de la suplementación con ácido lipoico y entrenamiento de esprint. Los datos se expresan como valores
medios±DS; * Presenta diferencias significativas respecto al control (p<0,05); Las muestras que contenían solamente el buffer de

homogeneización (Tris-HCl) fueron analizadas para descontar la absorbancia no específica.

DISCUSION

En el presente estudio, los ratones de los grupos experimental y control participaron en una sesión de ejercicio agudo
anaeróbico que consistió en seis esprints consecutivos de 30 s en una cinta rodante para roedores a una velocidad de 30
m/min (15° pendiente), con un intervalo de recuperación de 1 min entre cada esprint. Ha sido previamente demostrado que
este protocolo induce eficazmente la peroxidación de lípidos en las fibras del músculo esquelético de contracción rápida,
tal como lo indica el aumento significativo en la concentración de MDA en el EDL (8). Sin embargo, el mecanismo por el
cual el ejercicio anaeróbico agudo provoca estrés oxidativo no ha sido establecido con claridad. Se ha sugerido que la
potencia glucolítica alcanza un nivel máximo al comienzo del ejercicio de alta intensidad y es seguida por una síntesis de
ATP mitocondrial significativa (22, 23). Además de la contribución del metabolismo aeróbico, y la posterior perturbación en
el transporte de electrones, el aumento de las ROS generado por el ejercicio de esprint también puede ser afectado por la
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isquemia/reperfusión. El consumo de oxígeno repentino que se produce luego de un esprint puede producir la reacción de
los intermediarios metabólicos acumulados para generar elevados niveles de ROS (4, 24).

Investigaciones previas también han señalado los efectos beneficiosos del entrenamiento de esprint de alta intensidad. La
peroxidación  de  lípidos,  tal  como  lo  indica  la  concentración  de  MDA,  disminuye  significativamente  en  el  EDL  de
contracción rápida después de 12 semanas de entrenamiento de esprint (8). El mecanismo que se encuentra detrás de la
reducción de la peroxidación no está claro. Es posible que el efecto beneficioso se deba a una mayor capacidad para
realizar la fosforilación oxidativa.

Estudios previos han observado un aumento en la masamitocondrial en respuesta a las condiciones de estrés oxidativo (25,
26). Además, un aumento en el glutatión reducido (GSH) podría contribuir a la adaptación al entrenamiento. Se ha
observado que el  entrenamiento  de resistencia  aumentaría  el  contenido de GSH en los  músculos  de los  miembros
posteriores de perros (27) y ratas (6). El entrenamiento de esprint de alta intensidad podría producir un efecto similar.

El GSH desempeña un importante papel en la defensa celular contra el estrés oxidativo inactivando las ROS, ya sea
directamente o actuando como sustrato para la GPx (16). La conversión de GSH a GSSG, la forma oxidada de la molécula,
es catalizada por la GPx durante la detoxificación reductiva del peróxido de hidrógeno (28). El GSH se regenera a partir de
GSSG por la actividad de la GR (29). Aunque algunas células epiteliales tienen la capacidad de incorporar el GSH intacto
(30), la mayoría de las células recurren a la síntesis de novo para mantener las reservas celulares. El GSH se sintetiza en
un proceso de dos pasos que involucra las enzimas, γ-glutamato-cisteina ligasa (GCL) y glutatión sintetasa (GS). La GCL
cataliza la reacción intracelular que produce la unión de un residuo de cisteína que contiene un grupo sulfidrilo a un
residuo de glutamato. La actividad de GS agrega un residuo de glicina para completar el tripéptido (16).

Normalmente, las ROS son rápidamente degradadas por los mecanismos defensivos. Sólo se observan efectos tóxicos de
estrés oxidativo cuando la tasa de formación de ROS excede la tasa de destrucción de las mismas.

Estudios previos han demostrado que el LA puede inhibir efectivamente los efectos adversos del estrés oxidativo, tanto in
vitro y como in vivo. Se ha informado que el LA protege los cultivos de neuronas contra la citotoxicidad inducida por el
glutamato a través de la regeneración de los niveles de GSH (31).

Además, ha sido demostrado que, en ratas de edad avanzada, una dieta suplementada con LA mejora el funcionamiento
mitocondrial, aumenta la tasa metabólica, y disminuye la peroxidación de lípidos inhibiendo la pérdida de GSH asociada
con la edad (32).

En el presente estudio, se planteó la hipótesis que la peroxidación de lípidos en el EDL se reduciría significativamente
gracias a la suplementación dietaria con LA durante 12 semanas, y que la peroxidación de lípidos en el EDL se reduciría
aún más si la suplementación con LA durante 12 semanas se combina con la realización de entrenamiento de esprints de
alta intensidad durante el mismo tiempo.

Si bien los datos apoyaron la primera hipótesis, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos LA y LA+Ex,
en lo que se refiere a la peroxidación de lípidos (Figura 1). Es posible que haya un máximo en la cantidad de GSH que
pueda ser  regenerado.  Para  establecer  si  esto  realmente  es  así,  se  debería  cuantificar  una  regulación  en  ascenso
(upregulation) de GSH inducida por la suplementación con LA y/o por el entrenamiento con esprints.

Conclusión

En síntesis, los resultados del presente estudio coinciden con resultados encontrados en trabajos anteriores en los que se
observó una disminución en la peroxidación de lípidos en respuesta al entrenamiento de esprint de alta intensidad a largo
plazo (8). Además, los resultados indican que la suplementación dietaria a largo plazo con LA también podría reducir el
impacto  del  estrés  oxidativo  previniendo  la  excesiva  peroxidación  de  lípidos.  Sin  embargo,  los  efectos  de  los  dos
tratamientos no parecerían ser aditivos, debido a que no se encontraron diferencias significativas entre los grupos LA y
LA+Ex.
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