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RESUMEN

El ejercicio anaeróbico agudo produce estrés oxidativo. Sin embargo, estudios previos indican que el entrenamiento de
esprínt de alta intensidad puede atenuar los efectos del estrés oxidativo. Se planteó la hipótesis que la regulación por
incremento del glutatión reducido (GSH) es la responsable de la protección contra el estrés oxidativo asociado con el
entrenamiento de esprint. Treinta y tres ratones fueron distribuidos al azar en tres grupos: control, agudo y entrenados.
Los ratones del grupo entrenados participaron en un programa de ejercicio de alta intensidad que consistió en correr en
cinta rodante dos días por semana durante 12 semanas. Al final del período de entrenamiento, los ratones del grupo
entrenados y los del grupo agudo realizaron una sola sesión de esprint de alta intensidad. Los ratones del grupo control no
realizaron  ejercicio.   Las  concentraciones  de  GSH  y  glutatión  oxidado  (GSSG)  fueron  determinadas
espectrofotométricamente en los músculos soleo y extensor largo de los dedos (EDL) y en el hígado.  Luego del ejercicio
agudo, las concentraciones de GSH (mol/g de tejido) en el soleo y en el EDL disminuyeron significativamente, en relación a
sus respectivos controles. Al mismo tiempo, aumentaron significativamente las concentraciones de GSSG (mol/g de tejido)
en ambos músculos. Después de 12 semanas de entrenamiento de esprint, las concentraciones de GSH en el soleo y en el
EDL no fueron significativamente diferentes de las de sus controles respectivos, incluso mientras que las concentraciones
de GSSG en los músculos aumentaron significativamente. Los resultados del estudio no demostraron ningún cambio en el
glutatión del hígado luego de la realización de esprints agudos o del entrenamiento de esprint. Los datos indican que los
niveles controles de GSH pueden ser recuperados por el músculo esquelético como resultado del entrenamiento de esprint
de alta intensidad. Sin embargo, el GSH regulado por incremento no sería importado por el hígado.

Palabras Clave: Ejercicio anaeróbico, estrés oxidativo
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en ambos músculos. Después de 12 semanas de entrenamiento de esprint, las concentraciones de GSH en el soleo y en el
EDL no fueron significativamente diferentes de las de sus controles respectivos, incluso mientras que las concentraciones
de GSSG en los músculos aumentaron significativamente. Los resultados del estudio no demostraron ningún cambio en el
glutatión del hígado luego de la realización de esprints agudos o del entrenamiento de esprint. Los datos indican que los
niveles controles de GSH pueden ser recuperados por el músculo esquelético como resultado del entrenamiento de esprint
de alta intensidad. Sin embargo, el GSH regulado por incremento no sería importado por el hígado.

Palabras claves: Ejercicio anaeróbico, estrés oxidativo.

INTRODUCCION

La generación de especies reactivas del  oxígeno (ROS) como el  oxígeno singlete,  el  radical  superóxido y el  radical
hidroxilo, se produce como consecuencia del metabolismo celular normal (27). El daño molecular relacionado a las ROS
incluye rupturas de la cadena de ADN y modificaciones de una base (11), oxidación de las cadenas laterales de los
aminoácido y fragmentación de polipéptidos (20) y la degradación de ácidos grasos poliinsaturados y fosfolípidos por
peroxidación de lípidos (4). El procesamiento de las ROS se lleva a cabo mediante el sistema de defensa de antioxidante
endógeno del cuerpo que incluye actividad enzimática de la superóxido dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPx) y
glutatión reductasa (GR), junto con antioxidantes exógenos consumidos a través de la dieta (27). El estrés oxidativo puede
ser definido como una condición en que 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 creando una perturbación en el transporte de electrones que produce una excesiva
aparición de radicales superóxido (4). Sin embargo, el entrenamiento de resistencia a largo plazo reduce eficazmente el
daño asociado con el mayor consumo de oxígeno, reforzando la defensa antioxidante del cuerpo. Se ha demostrado que las
actividades de GPx (30), GR (30) y SOD (7,19) aumentan en respuesta al entrenamiento de resistencia.

El ejercicio anaeróbico agudo también puede promover el estrés oxidativo.  En las ratas, un solo esprint de 1 min a 45  m∙
min-1 aumenta los hidroperóxidos lipídicos y las sustancias reactivas del acido tiobarbitúrico en el musculo esquelético, lo
que indicaría una peroxidación de lípidos significativa (1). En los ratones, seis esprints de 30 seg a una velocidad de 30 m∙
min-1 aumentaron significativamente la concentración de malondialdehido (MDA), un marcador de peroxidación de lípidos,
en el músculo de esquelético (6). En seres humanos, seis esprints de 150 m aumentaron significativamente los niveles
plasmáticos de MDA (22). Además, hay estudios previos que indican que el entrenamiento de esprint puede atenuar los
efectos del estrés oxidativo.  En ratas, luego del entrenamiento de esprint, aumenta significativamente la actividad de las
enzimas GPx y GR en el músculo cardíaco y esquelético (3). 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 (6). En los seres
humanos,  el  entrenamiento  de  esprint  produce  una  disminución  en  las  concentraciones  plasmáticas  de  MDA y  de
carbonilos proteicos, ambos marcadores bioquímicos de estrés oxidativo, en comparación con los sujetos desentrenados
(5).

El glutatión reducido (GSH) tiene un papel prominente en la defensa celular contra el estrés oxidativo inactivando las ROS,
ya sea directamente o en forma de sustrato para la GPx (9). Investigaciones previas han demostrado que el ejercicio físico
extenuante puede afectar la homeostasis del GSH disminuyendo su concentración en los tejidos, perturbando su estado
redox celular e interfiriendo con su síntesis y transporte (14,15). Además, otros estudios (13,21,26) sugieren que el GSH
celular endógeno no es suficiente para controlar la mayor oxidación asociada con el ejercicio vigoroso. Por lo tanto sería
beneficioso aumentar los niveles de GSH celular para proporcionar protección contra el estrés oxidativo inducido por el
ejercicio.

El estudio presente investigó la hipótesis que una regulación por incremento de GSH es la responsable de la protección
contra el estrés oxidativo asociada con el entrenamiento de esprint. Si la hipótesis es cierta, entonces los niveles de GSH
deben disminuir, mientras que los niveles de glutatión oxidado (disulfuro de glutatión, o GSSG) aumentan en el músculo
esquelético luego de una sola serie de esprint de alta intensidad generadora de estrés oxidativo. Por otra partes, luego de
un entrenamiento de esprint de larga duración y alta intensidad, es necesario recuperar suficiente GSH en el músculo
esquelético, para brindar la protección contra el estrés oxidativo observada en los estudios previos (3,5,6). Dado que el
hígado es el principal lugar donde se realiza la síntesis de novo de glutatión (8), se plantea la hipótesis que el hígado
exportará cantidades significativas de GSH al plasma y finalmente, al musculo esquelético durante el ejercicio agudo.
Finalmente, los niveles postentrenamiento de GSH en el hígado deben recuperarse como resultado del aumento en la
síntesis de novo.
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MÉTODOS

Animales

El Comité Institucional de Cuidado y Uso Animal de la Universidad de Davis & Elkins aprobó este estudio. Treinta y tres
ratones ICR masculinos albinos (CD-1®) (Harlan, Indianapolis, EN), de 5 a 7 semanas de edad al momento de comenzar el
estudio, fueron alojados individualmente en jaulas ventiladas (Maxi-Miser Positive Individual Ventilation System, Thoren
Caging Systems, Inc., Hazelton, PA). El sistema de jaulas se colocó en un cuarto mantenido a 16 a 22°C con ciclos de 12:12
luz-oscuridad.  Todos los ratones podían acceder libremente al agua y a la comida (Dieta fortificada para Ratas y Ratones,
Kaytee Products, Inc., Chilton, WI). Los 33 ratones fueron divididos al azar en tres grupos: control (n = 9), agudo (n = 11)
y entrenados (n = 13).

Entrenamiento de Esprint

Los ratones entrenados realizaron un programa de ejercicios de alta intensidad que consistió en correr en cinta rodante 2
días/semana durante 12 semanas. Cada sesión incluyó tres a seis esprints de 30 seg a una velocidad de 24 a 30 m∙ min-1

(con pendiente de 5 a 15°; ver Tabla 1), con un intervalo de recuperación de 1 min entre cada esprint. Los ratones de los
grupos control y agudo no realizaron el proceso de entrenamiento.  Una reja electrificada (0,1 MA) colocada en la parte de
atrás de la cinta rodante se utilizó esporádicamente como motivación para correr. Todos los procedimientos de ejercicio
fueron realizados entre las 8:00 a.m y las 9:00 a.m.

Tabla 1.  Programa de entrenamiento de los ratones.

Esprint Agudo

Al final del período de entrenamiento, los ratones del grupo entrenados y agudo realizaron seis esprints consecutivos de 30
seg en una cinta rodante para roedores, a una velocidad de 24 a 30 m∙ min-1 (pendiente de 15°), con un intervalo de
recuperación de 1 min entre cada esprint. Los ratones del grupo control no realizaron ejercicio. Una reja electrificada (0,1
MA) colocada en la parte de atrás de la cinta rodante fue utilizada esporádicamente como motivación para correr. Todos
los procedimientos de ejercicio fueron realizados entre las 8:00 a.m y las 9:00 a.m.

Determinación de GSH/GSSG

Los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical. El sacrificio de los animales que realizaron ejercicio se llevó a
cabo inmediatamente después del intervalo de recuperación final de 1 min. En 22 ratones (5 controles, 8 agudos y 9
entrenados), se realizó la extracción de los músculos sóleo y del extensor largo de los dedos (EDL), a continuación fueron
enjuagados con agua destilada fría (el H2O), homogeneizados en buffer Tris-HCl 20mM (pH 7,4) y puestos en acido 5,5-
ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB) a temperatura ambiente. En los otros 11 ratones (4 controles, 3 agudos y 4 entrenados), el
hígado fue extraído y procesado de la misma manera. El  DTNB se combina con el glutatión para generar un producto con
absorbancia máxima a 412 nm (Cuvette Assay para GSH/GSSG, Oxford Biomedical Research, Oxford, MI). La prueba utiliza
un derivado de la piridina como  agente neutralizante de tioles para las muestras de GSSG.  El agente neutralizante
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reacciona rápidamente para mantener el glutatión en su estado oxidado.  Las muestras de los grupos entrenado y control
fueron analizadas espectrofotométricamente a 412 nm.  El glutatión total (GSHt) y las concentraciones de GSSG fueron
calculadas a partir de los valores de absorbancia por medio de la siguiente fórmula: [GSHt/GSSG] = [(∆A-∆B) - b] ÷ a x df
donde [GSHt/GSSG] es la concentración µM de GSHt o GSSG presente en la muestra, ∆A es el cambio en la absorbancia de
la muestra a 412 nm a lo largo de 10 min, ∆B el cambio en la absorbancia en el blanco (dH2O) a 412 nm a lo largo de 10
min, a es la pendiente de la curva estándar de GSH o GSSG (los estándares fueron incluidos en el kit de determinación), b
es la ordenada al origen de la curva estándar y df el factor de dilución de la muestra. Las concentraciones de glutatión
reducido (GSH) se estimaron substrayendo los valores de GSSG a los valores de GSHt.

Análisis estadísticos

Los datos fueron analizados mediante un análisis de la varianza de una vía (ANOVA). Para comparar grupos específicos en
el ANOVA se aplicó el test de la mínima diferencia significativa de Fischer. Un nivel del alfa de P≤0,05 se consideró
estadísticamente significativo. Los datos se presentan en forma de media ± desviación estándar.

RESULTADOS

Esprint agudo

En el hígado los esprints agudos no alteraron significativamente las concentraciones de  GSH y GSSG  (µmol/g de tejido)
(Figura 1). Las muestras de hígado del grupo agudo presentaron concentraciones medias de GSH y GSSG de 3,17 ± 0,044
y 0,332 ± 0,009, respectivamente. Las muestras del grupo control tenían concentraciones medias de 3,35 ± 0,091 y 0,32 ±
0,003, respectivamente. Luego del ejercicio agudo, las concentraciones de GSH (µmol/g de tejido) en el sóleo (0,478 ±
0,059) y en el EDL (0,442 ± 0,125) disminuyeron significativamente, en relación a sus controles respectivos (0,619 ± 0,021
y 0,566 ± 0,02; Figura 2). Al mismo tiempo, las concentraciones de GSSG (µmol/g de tejido) en el sóleo (0,077 ± 0,011) y
en el EDL (0,084 ± 0,011) aumentaron significativamente, en relación a los controles respectivos (0,055 ± 0,005 y 0,062 ±
0,003; Figura 3).

Figura 1. Efectos del ejercicio sobre las concentraciones de  GSH y GSSG en el hígado. Los valores se presentan en forma de media ±
desviación estándar.
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Figura 2.  Efectos del ejercicio en la concentración de GSH en el sóleo y en el EDL. Los valores se presentan en forma de media ±
desviación estándar; * Presenta diferencias significativas con el grupo control (P≤0,05).

 
Figura 3. Efecto del ejercicio en las concentraciones de GSSG en el sóleo y en el EDL. Los valores se presentan en forma de media ±

desviación estándar; * Presenta diferencias significativas con el grupo control (P≤0,05).

Entrenamiento de esprint

El entrenamiento de esprint no altero significativamente las concentraciones de GSH y GSSG (µmol/g de tejido) en el
hígado (Figura 1). Las muestras de hígado del grupo que realizó entrenamiento presentaron concentraciones medias de
GSH y de GSSG de 3,213 ± 0,064 y 0,36 ± 0,009, respectivamente. Las muestras del grupo control tenían concentraciones
medias de 3,35 ± 0,091 y  0,32 ± 0,003,  respectivamente.  Luego de 12 semanas de entrenamiento de esprint,  las
concentraciones  de  GSH (µmol/g  de  tejido)  en  el  sóleo  (0,608  ±  0,048)  y  en  el  EDL  (0,557  ±  0,035)  no  fueron
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significativamente diferentes de las de lo controles  respectivos (0,619 ± 0,021 y 0,566 ± 0,02; Figura 2). Al mismo tiempo,
las concentraciones de GSSG (µmol/g de tejido) en el sóleo (0,086 ± 0,017) y en el EDL (0,087 ± 0,008) aumentaron
significativamente, en relación con sus controles respectivos (0,055 ± 0,005 y 0,062 ± 0,003; Figura 3).

DISCUSIÓN

En el estudio presente, los ratones entrenados y no entrenados realizaron una sesión aguda de ejercicio anaeróbico, que
consistió en 6 esprints consecutivos de 30 seg en una cinta rodante para ratones, a una velocidad de 24 a 30 m∙ min-1

(pendiente de 15°), con un intervalo de recuperación de 1 min entre cada esprint. Se ha demostrado previamente que este
protocolo induce eficazmente la peroxidación de lípidos en el músculo esquelético de contracción rápida, tal como lo indica
un aumento significativo en la concentración de MDA en el EDL (6). Sin embargo, el mecanismo por el cual el ejercicio
anaeróbico agudo produce estrés oxidativo no ha sido establecido claramente. Se ha sugerido que la potencia glucolítica
alcanza un máximo muy temprano durante el ejercicio de alta intensidad y que esto es seguido por una significativa
síntesis  de  ATP  mitocondrial  (24,29).  Además  de  la  contribución  del  metabolismo  aeróbico  y  de  la  perturbación
subsecuente en el transporte de electrones, el aumento en las ROS generado por el ejercicio de esprint también puede ser
afectado por isquemia/reperfusión. La incorporación súbita de oxígeno luego de un esprint puede reaccionar con los
intermediarios metabólicos acumulados y generar altos niveles de ROS (4,12).

Los efectos beneficiosos del entrenamiento de esprint de alta intensidad también han sido establecidos en investigaciones
previas. La peroxidación de lípidos, tal como lo indica la concentración de MDA, disminuye significativamente en el EDL
después de 12 semanas de entrenamiento de esprint  (6).  El  mecanismo que existe  detrás de la  disminución de la
peroxidación no está claro. Es posible que el efecto beneficioso se deba a una mayor capacidad para realizar fosforilación
oxidativa. Los estudios previos han confirmado un aumento en la masa mitocondrial en respuesta a las condiciones de
estrés oxidativo (16,17).  Además, un aumento en GSH puede contribuir con la adaptación de entrenamiento.  Se ha
demostrado  que  el  entrenamiento  de  resistencia  aumenta  el  contenido  de  GSH en  los  músculos  de  los  miembros
posteriores de los perros (15) y ratas (19). El entrenamiento de esprint de alta intensidad podría producir un efecto similar.

El GSH desempeña un papel fundamental en la defensa celular contra el estrés oxidativo desactivando las ROS, ya sea
directamente o como sustrato para la  GPx (9).  La conversión de GSH a GSSG está catalizada por GPx durante la
detoxificación reductiva del peróxido de hidrógeno (23). El GSH se regenera a partir del GSSG mediante la actividad de GR
(25). Aunque algunas células epiteliales tienen la capacidad de incorporar el GSH (10), la mayoría de las células recurren a
la síntesis de novo para mantener sus reservas celulares.  El GSH se sintetiza por un proceso de dos pasos en el cual
participan las enzimas γ-glutamato-cisteína 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 (9).

Los resultados del estudio actual demuestran una disminución significativa en la concentración de GSH, acompañada por
un aumento en GSSG, en el sóleo y EDL de ratones no entrenados después de una sesión aguda de esprint. Sin embargo,
luego de 12 semanas de entrenamiento, la concentración de GSH se recupera hasta los niveles del grupo control en ambos
músculos, a pesar de que las concentraciones de GSSG permanecen significativamente elevadas en comparación con los
controles correspondientes (Figura 2 y 3).  Estos resultados sugieren que hay un aumento en la síntesis de GSH en
respuesta al entrenamiento de esprint.  Para confirmar esta hipótesis es necesario realizar un análisis de la actividad de
GCL, el factor limitante en la síntesis de GSH.

No se observaron diferencias significativas entre los músculos soleo y EDL en ninguno de los grupos, a pesar del hecho que
el soleo tradicionalmente se considera un músculo oxidativo de contracción lenta, mientras que el EDL se considera como
de contracción rápida, con más de un metabolismo glucolítico.  En las ratas, hay una distinción clara entre los músculos de
contracción lenta y rápida, en lo que se refiere a la composición del tipo de fibra. En la línea consanguínea de  Lewis por
ejemplo, sobre la base de la histoquímica de la ATPasa, los músculos sóleos tienen 96% de fibras oxidativas de tipo I,
mientras que los músculos EDL tienen aproximadamente 76% de fibras glucolíticas de tipo IIb (28). Sin embargo en los
ratones,  hay mucho más variación entre las líneas/cepas, con una mezcla mayor de tipos de fibra. En la cepa ICR, por
ejemplo, la histoquímica de la ATPasa ha demostrado que el músculo sóleo tiene sólo 66% de fibras de tipo I, mientras que
los músculos EDL tienen aproximadamente 67%  de fibras tipo IIb (2).

El hígado es la principal ubicación de la síntesis de novo de GSH (8). Se ha demostrado que la concentración de GSH en el
hígado disminuye después de una serie aguda de ejercicio de resistencia (18,21). Esta disminución podría deberse al hecho
que el GSH es utilizado por la GPx como sustrato y es oxidado a GSSG por hidroperóxidos que han aumentado durante el
ejercicio (13). Los resultados del estudio actual no demostraron ningún cambio en el glutatión del hígado después de
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esprints agudos o de 12 semanas de entrenamiento de esprint (Figura 1). Dado que tanto la forma oxidada como la
reducida del glutatión se mantienen sin cambios en el hígado, es posible que los protocolos de esprint no generaran la
cantidad suficiente de hidroperóxidos para convertir el GSH a GSSG. El músculo esquelético podría estar sintetizando
cantidades suficientes del propio GSH para compensar el estrés oxidativo inducido por el ejercicio. También es posible que
el hígado esté exportando el GSH recientemente sintetizado a los músculos en concentraciones demasiado pequeñas, en
relación a la concentración total, para ser detectadas mediante el ensayo actual.

CONCLUSIONES

Los resultados del estudio presente demuestran una disminución significativa en la concentración de GSH en músculo
esquelético luego de la realización de esprints agudos. Además, los datos indican que los niveles controles de GSH pueden
recuperarse  como  resultado  del  entrenamiento  de  esprint  de  alta  intensidad.  Sin  embargo,  el  GSH  regulado  por
incremento no sería importado a partir del hígado.
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