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1. INTRODUCCION:

El ejercicio fisico agudo genera una respuesta aguda sistémica al estrés en el cuerpo
humano que conlleva un aumento de la frecuencia cardiaca , la presion arterial (ACSM,
2001), la temperatura corporal (Atkinson, 2005) y el consumo de oxigeno (VO;)
(Cazzorla, 2003) , ademas de modificaciones locales en la fibra muscular (Goldfarb,
2004). Por ello, el organismo debe ser capaz de adaptarse para reducir el inevitable dafio
tisular ocasionado. A ello ayuda la repeticion de estos estimulos, como es el caso del
entrenamiento, lo que se traduce en multitud de hechos, entre otros bradicardia en reposo,
mayor elasticidad de los vasos sanguineos, mejora de la termorregulacion, hipertrofia
muscular, descenso del hematocrito, etc. (Wilmore, 1998) . Esta ampliamente demostrado
que dichas adaptaciones son beneficiosas para el organismo y ayudan a prevenir algunas

patologias cardiovasculares, metabdlicas y oncologicas(ACSM, 2001).

Todos los musculos esqueléticos estan formados por numerosas fibras cuyos
didmetros varian entre 10 y 80 micrometros. Cada una de estas fibras estd formada a su vez
por subunidades sucesivamente mas pequefias. En la mayor parte de los musculos, las
fibras se extienden en toda la longitud del mismo. Cada una esta inervada por una sola

terminacion nerviosa, localizada cerca de su porcion media.

El sarcolema es la membrana célular de la fibra muscular. Esta constituido por una
membrana celular verdadera, y por una cubierta exterior formada por una fina capa de

material polisacarido que contiene numerosas fibrillas finas de colageno (Guyton 2001).
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Figura 1: Componentes de la fibra muscular esquelética



Las membranas de las células eucariotas no son estructuras estaticas sino que
por el contrario se caracterizan por ser plasticas y elasticas. Su espesor es de unos 5 nm.
de espesor, formadas basicamente por una doble capa de lipidos, entre los que se
intercalan proteinas que atraviesan total o parcialmente la bicapa. Entre los lipidos
destacan los fosfolipidos: fosfatidilcolina, esfingomielina, fosfatidiletanolamina y
fosfatidilserina, aunque también hay una concentracion importante de esteroles,
principalmente colesterol. Las membranas también contienen pequefas cantidades de
glucidos que se encuentran formando parte de glucoproteinas y glucolipidos (Figura 2).
La proporcién exacta de todas estas moléculas varia segun el tipo de membrana celular

y guarda una estrecha relacion con su funcion.

La disposicion espacial de los lipidos y las proteinas en las membranas celulares
fue descrita por Singer y Nicolson (1972) como el modelo de mosaico fluido. Segun
éste los fosfolipidos se sitian formando una bicapa, con los restos acilo o colas
hidrofobas de los fosfolipidos situados en la parte central, y las cabezas polares
hidrofilas orientadas hacia los medios acuosos intra y extracelulares. Finalmente, las
proteinas estan incrustadas entre los lipidos a intervalos irregulares y se mantienen

gracias a interacciones entre los lipidos y los dominios hidrofobicos de las proteinas.
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Figura 2. Modelo de mosaico fluido por el que se

representa la estructura de las membranas celulares.

Los lipidos y proteinas de la membrana forman un mosaico fluido debido a que
las uniones entre lipidos y de ellos con las proteinas son enlaces débiles o no covalentes.

Esto permite el movimiento de las moléculas divididos en 4 tipos (Figura 3):



* Difusion, en la que los fosfolipidos se mueven lateralmente en el plano
de la membrana.

* Rotacidén, en el que los fosfolipidos rotan sobre su eje vertical cabeza-
cola.

* Flexion y extension de las colas hidrofobas

* Flip-flop, en el que se produce un salto del fosfolipido una hemicapa a la

otra.

La composicion de la bicapa lipidica y la disposicion de las proteinas son
asimétricas. Esto significa que en una membrana celular se establecen dominios
lipidicos y proteicos diferentes en ambas caras de la membrana, lo que determina que en
una misma membrana coexistan distintos grados de fluidez. Las actividades biologicas
especificas de las membranas se modulan por sus propiedades fisicas. Su flexibilidad les
permite adaptarse a los cambios que acompafian el movimiento, el crecimiento y la

division celular (Lehninger, 2001) .

Figura 3 Movimientos de los fosfolipidos en la bicapa
lipidica de una membrana celular. Las flechas verdes
indican los que implican un desplazamiento neto de la
moleécula y las azules los que no suponen desplazamiento

neto.

Es un hecho aceptado que las membranas biologicas requieren un estado fluido

para desarrollar sus funciones correctamente. Por ello, conocer la estructura y las



propiedades fisicas de la bicapa constituyen la base para explicar multitud de procesos
fisiologicos relacionados directa o indirectamente con la membrana. El transporte de
iones y nutrientes, los procesos de transduccion de sefales que utilizan receptores
localizados en la membrana, la accidon de enzimas como ATPasas, adenilato ciclasa, la
agregacion plaquetaria, la fagocitosis, algunas funciones relacionadas con la inmunidad
son buenos ejemplos de actividades celulares moduladas por el comportamiento fisico

de los lipidos de la membrana ( Heron, 1980).

Debido a la composicion de las membranas celulares, estas son muy
susceptibles de ser atacadas por los radicales libres. El principal efecto que tienen estos
es iniciar la peroxidacion lipidica (LPO), que afecta a los fosfolipidos alterando su
composicion y estructura, sobre todo si estos son poliinsaturados, debido a la cantidad
de dobles enlaces que estos poseen (Gutteridge, 1995). Debido a esto debemos tener en
cuenta que si la relacion entre acidos poliinsaturados/saturados disminuye, lo hace
también la fluidez de la membrana. Ademads, la interaccion de los lipidos con los
radicales libres produce enlaces cruzados entre lipidos y entre lipidos y proteinas, los
cuales también afectan a la membrana aumentando su rigidez .Este cambio en su fluidez

afecta a todas las funciones antes descritas.

Los radicales libres son cualquier especie quimica, atomo, moléculas o parte de estas,
con existencia independiente, que posea un electron o més desapareados en su Orbital mas
externo. Tienen una vida media muy corta. Pueden actuar como reductores si son donantes
de electrones, o como oxidantes, si son aceptores de electrones. El organismo produce
continuamente especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales libres como resultado del
metabolismo oxidativo normal que tiene lugar en la mitocondria (Traber 2006). Las ROS
las constituyen tanto los radicales libres formados a partir del oxigeno como sus
precursores. Por ello, para que se mantenga una homeostasis, debe haber un equilibrio
entre mecanismos prooxidantes y antioxidantes. Los antioxidantes son moléculas que
eliminan radicales libres, evitando su formacion o bien reduciendo su accion. Cuando ese
equilibrio se desiguala a favor de la formacion de las especies oxidantes se produce una
situacién de estrés oxidativo. Este puede alterar la composicién de la membrana,
modificando su estructura fosfolipidica (Cazzorla 2003). La LPO, que afecta a la dindmica
de los fosfolipidos de la membrana, reduciendo su fluidez. Lo que agrava la produccion de
mas ROS, que danan estructuras vecinas (Urso 2003). Si las ROS oxidan los lipidos de la

membrana, se generan malonildialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenales (4-HDA) como
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metabolitos finales. Por otro lado, la aparicion de grupos o restos carbonilo (PC) ocurre
cuando lo que se ve afectado por los radicales libres son las proteinas (Bloomer 2007).
Durante la LPO los radicales libres alteran los lipidos y, por ello, la fluidez y

permeabilidad de la membrana disminuyen (Metin 2003).

Los organismos aerdbicos producen radicales libres como consecuencia del
metabolismo del oxigeno, y , obviamente, el ejercicio causa un incremento en la utilizacion
de oxigeno en la mitocondria, dando una elevada generacion de radicales. Del% 2 al 5%
del oxigeno consumido (VO;) , durante el metabolismo normal de la mitocondria en

organismos aerdbicos puede ser convertido en radicales y sus productos (Boveris 1972).

El papel de la mitocondria en la produccion de radicales libres durante el ejercicio
estd en investigacion . El incremento en el aporte de oxigeno es debido a un aumento
sustancial en la produccion de radicales libres generados en la respiracion mitocondrial

(Jackson 2007).

La valoracion bioquimica del estrés oxidativo se realiza normalmente usando los
marcadores arriba sefialados, asi como por la medicion de las concentraciones de
antioxidantes enzimaticos o no. Cuantificar radicales libres directamente es muy complejo
y son necesarias técnicas como la resonancia del spin magnético (De Moffarts 2005). No
obstante, la fluidez de membrana de las células, la concentracion de MDA + 4-HDA y el
contenido de PC son utilizados como indicadores indirectos de estrés oxidativo (Cazzorla

2003).

Se cree que el ejercicio aumenta la produccion de radicales libres y ROS (Jackson
2005, Mc Ardle 2005 y Bloomer 2006). El aumento de metabolismo aerdbico durante el
ejercicio es una fuente potencial de estrés oxidativo (Leeuwenburgh 2001) que se traduce
en LPO (Traber 2006). No obstante, no todos los tipos de ejercicio causan un efecto de
intensidad similar sobre el estrés oxidativo. Un esfuerzo moderado realizado durante un
periodo prolongado de tiempo parece tener escasa influencia sobre la produccion de
radicales libres ( Durstine 1994, Blair 1995 y Bailey 2004), mientras que un esfuerzo de
gran intensidad provoca un incremento de estrés oxidativo Shaper 1991, Lee 1995) Aun
asi, la respuesta a esta situacion puede ser distinta en diferentes organismos, ya que

depende en gran medida del nivel de antioxidantes o el VO, ( Liu 2000).



Se ha postulado que el ejercicio a largo plazo incrementa la actividad de las enzimas
antioxidantes, por lo que reduce los efectos de los oxidantes, con lo cual puede evitarse el
dafio crénico del musculo (Leeuwenburgh 2001). Ademas, en varios estudios se ha
valorado los efectos del ejercicio sobre el estrés oxidativo, en pruebas de esfuerzo al 70%
del VO, max en sujetos moderadamente entrenados, a partir de mejoras de los mecanismos
antioxidantes con los que se neutraliza el aumento de formacion de radicales libres

derivado del esfuerzo.

Una de las causas por las que se ve alterada esta composicion de la membrana puede
ser el ataque a los lipidos realizado por estos radicales libres dando lugar a LPO. El estado
conocido como estrés oxidativo, es un proceso de autooxidacion de los acidos grasos
poliinsaturados presentes en las membranas celulares que se ve iniciado por una gran
variedad de radicales libres (Garcia, 1997). La consecuencia de esta LPO es el aumento de
la rigidez de dicha membrana, asi como la formacién de metabolitos como el (MDA y 4
HDA. Si lo que se ve dafiado por estos radicales libres son las proteinas la consecuencia es
la aparicion de restos carbonilo (PC). Por ello el objetivo de este estudio es analizar el
efecto de el ejercicio fisico agudo y de la duracién del entrenamiento sobre la fluidez de

la membrana muscular, sarcolema, en ratas Wistar.



2. MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIAL BIOLOGICO

La investigacion se realizd en rata de raza Wistar macho, para evitar las variaciones
hormonales de las hembras, con pesos comprendidos entre 200-225 g. Los animales
permanecieron estabulados en un ambiente controlado (temperatura 22 + 1°C y ciclo de

luz:oscuridad de 12:12 horas.

Los animales se dividieron en 5 grupos:Grupo 1: 10 ratas Wistar macho que sirvieron
de control. No se le realiza ningtn tipo de entrenamiento; Grupo 2: 10 ratas Wistar macho
que realizaron un ejercicio agudo, tras el cual se realiz6 el sacrificio ;Grupo 3: 10 ratas
Wistar macho que realizaron un entrenamiento durante un periodo de una semana. El
sacrificio se realizo al dia siguiente del ultimo entrenamiento y en reposo.;Grupo 4: 10
ratas Wistar macho que realizaron un entrenamiento durante un periodo de un mes. El
sacrificio se realizo al dia siguiente del ultimo entrenamiento y en reposo.;Grupo 5: 9 ratas
Wistar macho que realizaron un entrenamiento durante un periodo de tres meses. El
sacrificio se realiz6 al dia siguiente del ultimo entrenamiento y en reposo.

Todos los experimentos se realizaron cumpliendo estrictamente la normativa vigente
europea (Directiva 86/609/CEE), espanola (Real Decreto 1201/2005) y autonémica (Ley
11/2003) para el uso de animales de experimentacion.

El sacrificio de los animales se realizd por decapitacion y se extrajo el tejido
muscular.

Para evitar la influencia del ritmé circadiano la extraccion de tejido se realizd entre

las 10:00 y las 11:00 a.m.



2.2 PRUEBAS DE ESFUERZO
Todas las pruebas se realizaron en el periodo de tiempo comprendido entre las 8h y

las 11h.

Determinacion de VO, maximo
Antes de someter a las ratas a pruebas de esfuerzo, fue necesario determinar
previamente su VO,maximo inicial. Para ello, se realizé una prueba de esfuerzo en rampa,
utilizando un tapiz rodante con 25° de inclinacion a una velocidad inicial de 15 cm/s. Tras
un calentamiento de 15 minutos, se efectud un incremento de la velocidad del tapiz de 0,03

cm/s cada 2 minutos.

Ejercicio agudo

Se sometieron las ratas al mismo protocolo de esfuerzo que el utilizado para la

determinacion de VO, maximo. Y se realiza la prueba hasta el agotamiento.

Entrenamiento

Los animales realizaron ejercicio durante 1 hora al dia y 5 dias a la semana durante
un periodo de una semana, un mes o un trimestre. Realizaron un ejercicio de calentamiento
de 20 minutos (40-50% del VO2max), y a continuacion fueron sometidas a dos cargas de
trabajo alternas: 8 minutos de ejercicio submaximo al 85-90% del VO,max ay 2 minutos

de ejercicio moderado al 50-60% del mismo. Figura 4 y figura 5.

Figura 4: Entrenamiento de ratas.



2.3 MATERIAL

Figura 5: Equipo de entrenamiento.
* Tapiz rodante para rata de una calle modelo LE8700 ( figura 7) y cinco calles

modelo LE8710R de Panlab®.( figura 6).

Figura 6: Tapiz rodante de cinco calles modelo LE8710R de Panlab®

*  Unidad de control para treadmill de cinco calles de Panlab®.

*  Unidad de control para treadmill de una calle de Panlab®
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*  Equipo de una calle treadmill control para rata LE§700de Panlab®.

*  Gas Analyzer LE 405 de Panlab®.

* Agitadores: Vortex Velp Scientifica® zx3.

* Balanzas de precision Cobos® CBH-300J y A-220 CB.

* Baifio termostatizado con agitacion Bunsen® BTG-1.

* Centrifuga Beckman® Avanti 30™.

* Espectrofotometro Beckman® DUS800 con cubetas de plastico desechables para
medir en el rango visible y cubetas de cuarzo para medir en el rango ultravioleta.

* Sistemas de agua destilada de Millipore® MilliRX y MilliQ.

* Maquina preparadora de escamas de hielo.

¢ Tris[hidro metil]aminometano (TRIS) (Sigma-Aldrich®, T-1503)

Figura 7: Tapiz rodante para rata de una calle modelo LE§700

* Bala de gas comprimido con CO; (5%), Oz (16%) y N, ( Balanceado) de Praxair
Espafia S.L.

* Bala de O, comprimido de Praxair Espafia S.L.

*  Homogenizador Ultra-turrax Janke & Kunkel® T25.
* Dos juegos de pipetas de precision Gilson®: P-20, P-200, P-1000 y P-5000.

*  pHmetro Crison® micro pH 2001 con sonda de temperatura.
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* Espectroscopio de fluorescencia Perkin-Elmer LS-55 equipado con polarizadores
y cubetas de cuarzo, asi como un bafio recirculador Selecta para mantener la temperatura
constante 22 + 0,1 °C y un accesorio de microagitacion de la muestra presente en la cubeta.

e HCI 37% (Panreac®, 131020)

* Tetrahidrofurano (Sigma-Aldrich, 27038-5)

* 1-(4-trimetilamoniofenil)-6-fenil-1,3,5-hexatrieno-p-tolueno-sulfonato ~ (TMA-
DPH) (Molecular Probes®, T-204)

* Albimina bovina (Sigma-Aldrich®, A-7848)

* Reactivo de Bradford (Bio-rad®, 500-0006)

2.4 AISLAMIENTO DE LOS SARCOLEMAS Y MITOCONDRIAS.

Previa a la determinacion de la fluidez en sarcolema es necesario el aislamiento del
mismo en la muestra de tejido muscular de la rata Wistar. Para ello, se pesaron 400 mg de
tejido muscular, se trocearon con bisturi sobre placa de petri en hielo y se introdujeron en
el homogeneizador de vidrio afiadiendo 7 ml de HEPES 20mM KCI 140 mM pH=7,4
siempre en hielo para evitar la degradacion enzimatica.El homogeneizado se transfirié a un

tubo de centrifuga para realizar el aislamiento de las membranas celulares.

Las membranas celulares se aislaron siguiendo la metodologia descrita por Escames
y cols. Con ligeras modificaciones (Escames y cols., 2001; Millan-Plano y cols,2003). Este
método consiste en la centrifugacion diferencial. En primer lugar se centrifugd el
homogeneizado a 1000 xg durante 10 min a 4°C para eliminar los restos de tejido no
homogeneizado, los ntlcleos grandes y otros detritos celulares. A continuacion el
sobrenadante se centrifug6 a 50.000 xg durante 20 min a 4°C. El precipitado, que contenia
las membranas y las mitocondrias, se resuspension en tampoén HEPES 20mM  KCl
140mM pH=7.4 y se volvio a centrifugar a 10.000 xg durante 15 min a 4°C. A partir del

sobrenadante se obtuvieron las membranas y a partir del pellet las mitocondrias:

Una vez recogido el sobrenadante y la capa flogistica, que contenia las membranas
celulares, se centrifugd a 50.000 xg durante 20min a 4°C. Esta velocidad de centrifugacion
conllevo la precipitacion de las membranas que finalmente se resuspendieron en tampén
tris-HC1 20mM pH 7.4 en una dilucion 1:2. Las muestras se guardaron a -80°C hasta la

medicion de la fluidez.
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El pellet se resuspendié con 7 ml de HEPES y se centrifugé a 10000g, 10 min. El
pellet obtenido se resuspendidé en TRIS 50 mM en una dilucion 1:2. Las muestras se

guardaron a -80°C hasta la medicion de la fluidez.

2.5 CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES.

La concentracion de proteinas se calculd con objeto de establecer unos criterios
uniformes en la valoracion de la fluidez de la membrana. Se determinaron por el método de
Bradford (1976). Este procedimiento analitico se basa en la adicién de un colorante acido,
el reactivo de Bradford, a la suspension de proteina problema y a continuacion la medicion
en un espectrofotdmetro a 595 nm. El reactivo de Bradford es una disoluciéon que contiene

un colorante para proteinas en acido fosforico y metanol.

Los resultados de absorbancia obtenidos para las muestras se compararon con una
curva estandar de albumina bovina sérica, y a continuacion se realizo el célculo de las
concentraciones de proteinas mediante el programa Assay 4.0 (Biosoft®), teniendo en
cuenta la dilucion inicial de las muestras. Los resultados se expresaron en mg/mL. Todas

las determinaciones se realizaron por duplicado.

2.6 MEDICION DE LA FLUIDEZ EN LAS MEMBRANAS CELULARES

Se midi6 la fluidez utilizando TMA-DPH como reactivo fluorescente, ya que es un
marcador que se intercala entre los fosfolipidos de la membrana, reflejando de esta forma
indirecta sus movimientos. Su incorporacion a la membrana sarcolema y la determinacion
de la MF se realizd6 de acuerdo al protocolo de Yu y cols.Las membranas (0,5 mg
proteina/mL) fueron resuspendidas en TRIS (3 mL de volumen final) a lo que se afiadi6
el TMA-DPH (66,7 nM) (Figura 8). Después de agitar en un vortex durante 1 minuto, la
preparacion se incub6 a 37° C durante 30 minutos. Las mediciones de fluorescencia se
llevaron a cabo en un espectrometro de fluorescencia Perkin-Elmer LS-55, equipado con
un bafio de agua circulatorio para mantener la temperatura constante a 22 + 0,1° C. Se
utilizaron longitudes de onda de 360 nm y 430 nm para la excitaciébn y emision
respectivamente. La intensidad de emision de la luz polarizada verticalmente se detectd
por un analizador orientado en paralelo (IVV) o perpendicularmente (IVH) al plano de
excitacion. Se utilizo un factor de correccion del sistema Optico, G. La polarizacion (P) se

calcul6 por la ecuacion siguiente:
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I, -Gl
I, +Gl,

Existe una relacion inversa entre la MF y la polarizacion (Yu 1992) de este modo, la

fluidez de membrana se expres6 como 1/P, y se calcul6 a partir de determinaciones por

triplicado.

TMA-DPH

Figura 8. Localizacion de diversos marcadores utilizados en la
valoracion de la fluidez de una membrana. En esta investigacion utilizamos el
TMA-DPH. Esta molécula tiene como ventaja respecto al DPH su caracter
anfipdtico, lo que permite que se oriente en la membrana paralela a los

fosfolipidos con el resto TMA en las regiones hidrofilicas de la membrana.
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2.7 METODOS ESTADISTICOS.

El tratamiento estadistico se realizd con el programa informético SPSS 13.0.Las
variables cuantitativas se definieron mediante dos pardmetros, la media aritmética, como
medida de la tendencia central, y el error estandar , como una medida de la dispersion. Por
ello, los resultados son expresados siempre como media aritmética + error estandar. En
cada grupo de estudio se comprobd la hipotesis de normalidad de las distribuciones
mediante el test de Kolmogorv-Smirnov . Para la comparacion estadistica entre las medias
de los grupos de realizé un estudio inferencial para comprobar si las diferencias entre las
medias de los grupos eran estadisticamente significativas, lo que se logrd aplicando el test
de la t de Student para datos desapareados. El valor de significacion estadistica se
establecid en p <0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Sarcolema:

En comparacién con el grupo control se aprecia una acusada disminucion de la
fluidez de membrana en el caso del ejercicio agudo, mientras que para el entrenamiento de
una semana no hay diferencias significativas de la fluidez, en el caso del entrenamiento de
un mes y un trimestre se observa una disminucién ligeramente menor que para el

entrenamiento agudo pero significativa y en valor medio de la misma cuantia.
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Figura 9: Fluidez de membrana (1/Polarizacion) de células del musculo esquelético
para los grupos agudo, de control y entrenamiento semanal y mensual n=10 y el grupo
trimestral n=9. Los valores indican la medicién mas el error estdndar para cada grupo
estudiado: Control y entrenamientos de una semana, un mes o un trimestre.(*) Significa

que hay diferencias significativas p<0.05 respecto a la poblacion control.
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3.2 Mitocondria:

En comparacion con el grupo control se aprecia una disminucion de la fluidez de
membrana en el caso del ejercicio agudo, del entrenamiento de una semana, del caso del
entrenamiento de un mes y un trimestre . Siendo muy acusada en el caso del

entrenamiento de un mes. Y siendo de menor valor en el caso del entrenamiento de tres

meses.
Mitocondrias de musculo
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Figura 10: Fluidez de membrana (1/Polarizaciéon) de mitocondria del musculo
esquelético para los grupos agudo, de control y entrenamiento semanal y mensual n=10 y
el grupo trimestral n=9. Los valores indican la mediciéon mas el error estandar para cada
grupo estudiado: Control y entrenamientos de una semana, un mes o un trimestre.(*)
Significa que hay diferencias significativas p<0.05 respecto a la poblacion control.

(**)Significa que hay diferencias significativas p<0.05respecto a la poblacion agudo.
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4. DISCUSION

El ejercicio fisico esta claramente relacionado con un aumento del consumo de
oxigeno en todo el cuerpo (Cazzorla, 2003). Por otra parte, como consecuencia de este
aumento del consumo de oxigeno hay un aumento potencial del estrés oxidativo
(Leeuwenburgh, 2001; Jackson, 2005; McArdle, 2005; Traber, 2006; Bloomer, 2006),
debido a la mayor produccion de radicales libres en las mitocondrias celulares (Child,
1998). La perioxidacion lipidica y proteica es la expresion de este estrés en las membranas
celulares (Garcia, 1997), como consecuencia se produce una alteracion de los movimientos

de los fosfolipidos, ahora oxidados, que provoca una rigidez en su fluidez.

En la fluidez de las membranas de las células musculares, se puede observar un
descenso respecto al grupo control, significativo estadisticamente, despué¢s de un
entrenamiento de tipo agudo, debido posiblemente al aumento del estrés oxidativo
generado en ellas. La rigidez de la membrana es mayor tras la prueba aguda y también se
produce un aumento de rigidez de la membrana significativo estadisticamente en los
entrenamientos de tipo mensual y trimestral, coincidiendo en media por lo que se podria
deducir que el estrés oxidativo generado en las células musculares medido como rigidez en

la membrana permanece estable en entrenamientos a partir de un mes.

Teniendo en cuenta que gran parte de los radicales libres son capaces de difundir a
través de la membrana, los radicales libres producidos durante el esfuerzo reaccionarian
con los fosfolipidos de la membrana, alterando su composicion, agrupacion y distribucion
(Cazzorla, 2003). Es por esto que aparece mayor rigidez en las membranas tras el ejercicio
agudo, lo que condiciona el paso de sustancias a través de ella y la deformabilidad de la

célula, caracteristicas necesarias para realizar su funcion de transporte por todo el cuerpo.

En resumen y para tener una vision global, hemos comprobado que tras el ejercicio fisico
agudo, las membranas musculares se alteran con reducciéon de su fluidez y movilidad de sus
fosfolipidos. Es previsible que en respuesta al estimulo de estrés oxidativo, nuestro organismo
reaccione aumentando la actividad antioxidante del plasma, por ello se tendrian que cuantificar en
estas muestras metabolitos del estrés oxidativo como MDA+4-HDA, restos carbonilos proteicos y

actividad total antioxidante, asi como la actividad de enzimas antioxidantes.
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5. CONCLUSIONES

PRIMERA: En ratas Wistar, se produce un descenso tanto de la fluidez de
membrana muscular como de la membrana mitocondrial de musculo, atribuible a

dafio oxidativo, tras la realizacion de ejercicio fisico.

SEGUNDA: En el caso del sarcolema se produce un descenso mucho menos
acusado de la fluidez de membrana que en el caso de la mitocondria. Probablemente
esto se deba a que en la mitocondria la produccion de especies reactivas de oxigeno

es mucho mayor y por tanto el dafio oxidativo también lo es.

TERCERA: En el caso de membrana muscular en el entrenamiento de una semana la
disminucién de fluidez no fue significativa frente al control, en los grupos con
entrenamiento de uno y tres meses la rigidez de membrana fue semejante entre si y
con el ejercicio agudo. Sin embargo para el caso mitocondrial se produce un
descenso en la fluidez de membrana en todos los casos, para el entrenamiento
agudo y de un mes muy acusado y de menor cuantia para el caso de entrenamiento de

tres meses.
CUARTA: Proponemos confirmar estos resultados valorando el efecto del ejercicio

fisico con otros indicadores de estrés oxidativo y enzimas antioxidantes, realizando

estos ensayos en diversos tejidos.
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