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RESUMEN

El ejercicio anaerébico agudo produce estrés oxidativo. Sin embargo, estudios previos indican que el entrenamiento de
esprint de alta intensidad puede atenuar los efectos del estrés oxidativo. Se planted la hipétesis que la regulacion por
incremento del glutation reducido (GSH) es la responsable de la proteccién 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 consistié en correr en
cinta rodante dos dias por semana durante 12 semanas. Al final del periodo de entrenamiento, los ratones del grupo
entrenados y los del grupo agudo realizaron una sola sesion de esprint de alta intensidad. Los ratones del grupo control no
realizaron ejercicio. Las concentraciones de GSH y glutatiéon oxidado (GSSG) fueron determinadas
espectrofotométricamente en los musculos soleo y extensor largo de los dedos (EDL) y en el higado. Luego del ejercicio
agudo, las concentraciones de GSH (mol/g de tejido) en el soleo y en el EDL disminuyeron significativamente, en relacion a
sus respectivos controles. Al mismo tiempo, aumentaron significativamente las concentraciones de GSSG (mol/g de tejido)
en ambos musculos. 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 musculos aumentaron significativamente. Los resultados del estudio no demostraron ningin cambio en el
glutation del higado luego de la realizacion de esprints agudos o del entrenamiento de esprint. Los datos indican que los
niveles controles de GSH pueden ser recuperados por el musculo esquelético como resultado del entrenamiento de esprint
de alta intensidad. Sin embargo, el GSH regulado por incremento no seria importado por el higado.
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en ambos musculos. 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 musculos aumentaron significativamente. Los resultados del estudio no demostraron ningin cambio en el
glutation del higado luego de la realizacion de esprints agudos o del entrenamiento de esprint. Los datos indican que los
niveles controles de GSH pueden ser recuperados por el musculo esquelético como resultado del entrenamiento de esprint
de alta intensidad. Sin embargo, el GSH regulado por incremento no seria importado por el higado.

Palabras claves: Ejercicio anaerdbico, estrés oxidativo.

INTRODUCCION

La generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) como el oxigeno singlete, el radical superoéxido y el radical
hidroxilo, se produce como consecuencia del metabolismo celular normal (27). El dafio molecular relacionado a las ROS
incluye rupturas de la cadena de ADN y modificaciones de una base (11), oxidacién de las cadenas laterales de los
aminodcido y fragmentacidn de polipéptidos (20) y la degradacion de acidos grasos poliinsaturados y fosfolipidos por
peroxidacion de lipidos (4). El procesamiento de las ROS se lleva a cabo mediante el sistema de defensa de antioxidante
enddégeno del cuerpo que incluye actividad enzimatica de la superdxido dismutasa (SOD), glutatiéon peroxidasa (GPx) y
glutation reductasa (GR), junto con antioxidantes exégenos consumidos a través de la dieta (27). El estrés oxidativo puede
ser definido como una condicién en que la produccién celular de ROS excede la capacidad fisioldgica del cuerpo para
inactivarlas (4).

El aumento en el consumo de oxigeno durante el ejercicio aerébico estd acompafiado por un aumento en las ROS. El
ejercicio aerébico agudo genera ROS creando una perturbacion en el transporte de electrones que produce una excesiva
aparicion de radicales superdxido (4). Sin embargo, el entrenamiento de resistencia a largo plazo reduce eficazmente el
dafio asociado con el mayor consumo de oxigeno, 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 anaerdbico agudo también puede promover el estrés oxidativo. En las ratas, un solo esprint de 1 min a 45 me
min’ aumenta los hidroperéxidos lipidicos y las sustancias reactivas del acido tiobarbittrico en el musculo esquelético, 1o
que indicaria una peroxidacion de lipidos significativa (1). En los ratones, seis esprints de 30 seg a una velocidad de 30 me
min” aumentaron significativamente la concentracién de malondialdehido (MDA), un marcador de peroxidacién de lipidos,
en el musculo de esquelético (6). En seres humanos, seis esprints de 150 m aumentaron significativamente los niveles
plasmaticos de MDA (22). Ademas, 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 musculo cardiaco y esquelético (3). En ratones, el entrenamiento de esprint reduce la peroxidacion
de lipidos en el musculo esquelético, tal como lo indica la disminucion en la concentracién de MDA (6). En los seres
humanos, el entrenamiento de esprint produce una disminucién en las concentraciones plasméticas de MDA y de
carbonilos proteicos, ambos marcadores bioquimicos de estrés oxidativo, en comparacion con los sujetos desentrenados

(5).

El glutation 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 gjercicio fisico
extenuante puede afectar la homeostasis del GSH disminuyendo su concentracién en los tejidos, perturbando su estado
redox celular e interfiriendo con su sintesis y transporte (14,15). Ademas, otros estudios (13,21,26) sugieren que el GSH
celular enddgeno no es suficiente para controlar la mayor oxidacién asociada con el ejercicio vigoroso. Por lo tanto seria
beneficioso aumentar los niveles de GSH celular para proporcionar proteccion contra el estrés oxidativo inducido por el
ejercicio.

El estudio presente investigd la hipétesis que una regulaciéon por incremento de GSH es la responsable de la proteccion
contra el estrés oxidativo asociada con el entrenamiento de esprint. Si la hipdtesis es cierta, entonces los niveles de GSH
deben disminuir, mientras que los niveles de glutation oxidado (disulfuro de glutatiéon, o GSSG) aumentan en el musculo
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 duracion y alta intensidad, es necesario recuperar suficiente GSH en el musculo
esquelético, para brindar la proteccion contra el estrés oxidativo observada en los estudios previos (3,5,6). Dado que el
higado es el principal lugar donde se realiza la sintesis de novo de glutation (8), se plantea la hipétesis que el higado
exportara cantidades significativas de GSH al plasma y finalmente, al musculo esquelético durante el ejercicio agudo.
Finalmente, los niveles postentrenamiento de GSH en el higado deben recuperarse como resultado del aumento en la
sintesis de novo.



METODOS

Animales

El Comité Institucional de Cuidado y Uso Animal de la Universidad de Davis & Elkins aprobd 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 colocd en un cuarto mantenido a 16 a 22°C con ciclos de 12:12
luz-oscuridad. Todos los ratones podian 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 consistié en correr en cinta rodante 2
dias/semana durante 12 semanas. Cada sesi6n incluyé tres a seis esprints de 30 seg a una velocidad de 24 a 30 m¢ min”
(con pendiente de 5 a 15°; ver Tabla 1), con un intervalo de recuperaciéon 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
atras de la cinta rodante se utilizé esporadicamente como motivacién para correr. Todos los procedimientos de ejercicio
fueron realizados entre las 8:00 a.m y las 9:00 a.m.

Semana de NI:IEHEEFD Velocidad Pendiente

entrenamiento esprints {memin) ")
1-3 3 24 =

4 4 24 5

5-6 4 27 14

7-8 5 27 1d

9 3 30 15
10-12 & 30 15

Tabla 1. Programa de entrenamiento de los ratones.

Esprint Agudo

Al final del periodo 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 me min” (pendiente de 15°), con un intervalo de
recuperacion 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 atras de la cinta rodante fue utilizada esporadicamente como motivacion para correr. Todos
los procedimientos de ejercicio fueron realizados entre las 8:00 a.m y las 9:00 a.m.

Determinacion de GSH/GSSG

Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical. El sacrificio de los animales que realizaron ejercicio se llevo a
cabo inmediatamente después del intervalo de recuperacion final de 1 min. En 22 ratones (5 controles, 8 agudos y 9
entrenados), se realizo la extraccion de los musculos séleo y del extensor largo de los dedos (EDL), a continuacion fueron
enjuagados con agua destilada fria (el H20), homogeneizados en buffer Tris-HCI 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
higado fue extraido y procesado de la misma manera. E1 DTNB se combina con el glutation para generar un producto con
absorbancia maxima 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



reacciona rapidamente para mantener el glutation en su estado oxidado. Las muestras de los grupos entrenado y control
fueron analizadas espectrofotométricamente a 412 nm. El glutatidn total (GSHt) y las concentraciones de GSSG fueron
calculadas a partir de los valores de absorbancia por medio de la siguiente formula: [GSHt/GSSG] = [(AA-AB) - b] + a x df
donde [GSHt/GSSG] es la concentracion pM de GSHt o GSSG presente en la muestra, AA es el cambio en la absorbancia de
la muestra a 412 nm a lo largo de 10 min, AB el cambio en la absorbancia en el blanco (dH20) a 412 nm a lo largo de 10
min, a es la pendiente de la curva estandar de GSH o GSSG (los estdndares fueron incluidos en el kit de determinacién), b
es la ordenada al origen de la curva estdndar y df el factor de dilucién de la muestra. Las concentraciones de glutation
reducido (GSH) se estimaron substrayendo los valores de GSSG a los valores de GSHLt.

Analisis estadisticos

Los datos fueron analizados mediante un analisis de la varianza de una via (ANOVA). Para comparar grupos especificos en
el ANOVA se aplicé el test de la minima diferencia significativa de Fischer. Un nivel del alfa de P<0,05 se considerd
estadisticamente significativo. Los datos se presentan en forma de media + desviacién estandar.

RESULTADOS

Esprint agudo

En el higado los esprints agudos no alteraron significativamente las concentraciones de GSH y GSSG (umol/g de tejido)
(Figura 1). Las muestras de higado 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 tenian concentraciones medias de 3,35 + 0,091 y 0,32 +
0,003, respectivamente. Luego del ejercicio agudo, las concentraciones de GSH (umol/g de tejido) en el sdéleo (0,478 £
0,059) y en el EDL (0,442 + 0,125) disminuyeron significativamente, en relacion a sus controles respectivos (0,619 £ 0,021
y 0,566 + 0,02; Figura 2). Al mismo tiempo, las concentraciones de GSSG (umol/g de tejido) en el sdleo (0,077 = 0,011) y
en el EDL (0,084 + 0,011) aumentaron significativamente, en relacion a los controles respectivos (0,055 + 0,005 y 0,062 +
0,003; Figura 3).
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Figura 1. Efectos del ejercicio sobre las concentraciones de GSH y GSSG en el higado. Los valores se presentan en forma de media +
desviacion estdndar.
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Figura 2. Efectos del ejercicio en la concentracion de GSH en el séleo y en el EDL. Los valores se presentan en forma de media +
desviacion estandar; * Presenta diferencias significativas con el grupo control (P<0,05).
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Figura 3. Efecto del ejercicio en las concentraciones de GSSG en el sdleo y en el EDL. Los valores se presentan en forma de media +
desviacion estandar; * 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 (pmol/g de tejido) en el
higado (Figura 1). Las muestras de higado del grupo que realizé 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 tenian 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 (umol/g de tejido) en el séleo (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 (umol/g de tejido) en el soleo (0,086 + 0,017) y en el EDL (0,087 %= 0,008) aumentaron
significativamente, en relacién con sus controles respectivos (0,055 = 0,005 y 0,062 + 0,003; Figura 3).

DISCUSION

En el estudio presente, los ratones entrenados y no entrenados realizaron una sesion aguda de ejercicio anaerdbico, que
consistié en 6 esprints consecutivos de 30 seg en una cinta rodante para ratones, a una velocidad de 24 a 30 m+ min™
(pendiente de 15°), con un intervalo de recuperacion de 1 min entre cada esprint. Se ha demostrado previamente que este
protocolo induce eficazmente la peroxidacion de lipidos en el musculo esquelético de contraccion rapida, tal como lo indica
un aumento significativo en la concentracion de MDA en el EDL (6). Sin embargo, el mecanismo por el cual el ejercicio
anaerobico agudo produce estrés oxidativo no ha sido establecido claramente. Se ha sugerido que la potencia glucolitica
alcanza un maximo muy temprano durante el ejercicio de alta intensidad y que esto es seguido por una significativa
sintesis de ATP mitocondrial (24,29). Ademas de la contribucién del metabolismo aerdbico y de la perturbacion
subsecuente en el transporte de electrones, el aumento en las ROS generado por el ejercicio de esprint también puede ser
afectado por isquemia/reperfusion. La incorporacion subita de oxigeno luego de un esprint puede reaccionar con los
intermediarios metabdlicos 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 peroxidacion de lipidos, tal como lo indica la concentracién de MDA, disminuye significativamente en el EDL
después de 12 semanas de entrenamiento de esprint (6). El mecanismo que existe detras de la disminucion de la
peroxidacién no esté claro. Es posible que el efecto beneficioso se deba a una mayor capacidad para realizar fosforilacién
oxidativa. Los estudios previos han confirmado un aumento en la masa mitocondrial en respuesta a las condiciones de
estrés oxidativo (16,17). Ademas, un aumento en GSH puede contribuir con la adaptacion de entrenamiento. Se ha
demostrado que el entrenamiento de resistencia aumenta el contenido de GSH en los musculos de los miembros
posteriores de los perros (15) y ratas (19). El entrenamiento de esprint de alta intensidad podria producir un efecto similar.

El GSH desempena 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 conversion de GSH a GSSG estda catalizada por GPx durante la
detoxificacion reductiva del peréxido de hidrégeno (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 mayoria de las células recurren a
la sintesis de novo para mantener sus reservas celulares. El GSH se sintetiza por un proceso de dos pasos en el cual
participan las enzimas y-glutamato-cisteina ligasa (GCL) y glutation sintetasa (GS). La GCL cataliza la reaccion intracelular
que produce la unién de un residuo de cisteina 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 disminucion significativa en la concentraciéon de GSH, acompafada por
un aumento en GSSG, en el sdleo y EDL de ratones no entrenados después de una sesion aguda de esprint. Sin embargo,
luego de 12 semanas de entrenamiento, la concentracién de GSH se recupera hasta los niveles del grupo control en ambos
musculos, a pesar de que las concentraciones de GSSG permanecen significativamente elevadas en comparacion con los
controles correspondientes (Figura 2 y 3). Estos resultados sugieren que hay un aumento en la sintesis de GSH en
respuesta al entrenamiento de esprint. Para confirmar esta hipétesis es necesario realizar un andlisis de la actividad de
GCL, el factor limitante en la sintesis de GSH.

No se observaron diferencias significativas entre los musculos soleo y EDL en ninguno de los grupos, a pesar del hecho que
el soleo tradicionalmente se considera un musculo oxidativo de contraccién lenta, mientras que el EDL se considera como
de contraccion rapida, con més de un metabolismo glucolitico. En las ratas, hay una distincion clara entre los musculos de
contraccion lenta y rapida, en lo que se refiere a la composicion del tipo de fibra. En la linea consanguinea de Lewis por
ejemplo, sobre la base de la histoquimica de la ATPasa, los musculos séleos tienen 96% de fibras oxidativas de tipo I,
mientras que los musculos EDL tienen aproximadamente 76% de fibras glucoliticas de tipo IIb (28). Sin embargo en los
ratones, hay mucho maés variacion entre las lineas/cepas, con una mezcla mayor de tipos de fibra. En la cepa ICR, por
ejemplo, la histoquimica de la ATPasa ha demostrado que el musculo séleo tiene sélo 66% de fibras de tipo I, mientras que
los musculos EDL tienen aproximadamente 67% de fibras tipo IIb (2).

El higado es la principal ubicacién de la sintesis de novo de GSH (8). Se ha demostrado que la concentraciéon de GSH en el
higado disminuye después de una serie aguda de ejercicio de resistencia (18,21). Esta disminucion podria deberse al hecho
que el GSH es utilizado por la GPx como sustrato y es oxidado a GSSG por hidroperoéxidos que han aumentado durante el
ejercicio (13). Los resultados del estudio actual no demostraron ningtiin cambio en el glutation del higado después de



esprints agudos o de 12 semanas de entrenamiento de esprint (Figura 1). Dado que tanto la forma oxidada como la
reducida del glutatién se mantienen sin cambios en el higado, es posible que los protocolos de esprint no generaran la
cantidad suficiente de hidroperoéxidos para convertir el GSH a GSSG. El musculo esquelético podria estar sintetizando
cantidades suficientes del propio GSH para compensar el estrés oxidativo inducido por el ejercicio. También es posible que
el higado esté exportando el GSH recientemente sintetizado a los musculos en concentraciones demasiado pequeias, en
relacién a la concentracidn total, para ser detectadas mediante el ensayo actual.

CONCLUSIONES

Los resultados del estudio presente demuestran una disminucion significativa en la concentracion de GSH en musculo
esquelético luego de la realizacion de esprints agudos. Ademas, 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 seria importado a partir del higado.
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