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Resumen

Se requieren niveles dptimos de fluidez de membrana para una fisiologia celular
adecuada. Nuestro objetivo fue estudiar los efectos del ejercicio agudo y del entrenamiento
regular sobre la fluidez de las membranas celulares y mitocondriales, la peroxidacion lipidica y

la oxidacion proteica en los musculos esquelético y cardiaco, higado y cerebro.

50 ratas macho Sprague-Dawley fueron distribuidas en 5 grupos (n=10) en funcion del
protocolo de ejercicio: control o sedentarias (G1), ejercicio agudo (G2) y entrenamiento de 1, 4
y 12 semanas (G3, G4 y G5, respectivamente). G2-5 fueron sometidos a una prueba aguda
progresiva hasta la extenuacion en un tapiz rodante. Las cargas de trabajo se determinaron
para los grupos de entrenamiento, teniendo en cuenta la velocidad mdxima alcanzada. Las
sesiones de entrenamiento fueron intervdlicas, alternando el 80% y el 35% de la carga mdxima
de trabajo, durante 1 h/dia, 4 dias/semana. Las membranas celulares y mitocondriales se
aislaron a partir de los tejidos por centrifugacion diferencial. Se determiné la fluidez por
espectroscopia de fluorescencia, utilizando TMA-DPH como marcador fluorescente, y se
expresé como el inverso de la polarizacion medida (1/P). La concentracion de malonildialdehido
y 4-hidroxialquenales (MDA + 4-HDA) y el contenido carbonilo proteico fueron determinados en
los homogeneizados de los tejidos para valorar la peroxidacion lipidica y la oxidacion proteica,

respectivamente.

Nuestros resultados muestran que tanto el ejercicio agudo exhaustivo como el
entrenamiento regular indujeron rigidez en las membranas celulares y mitocondriales aisladas
a partir de los musculos esquelético y cardiaco, y en los sinaptosomas. La fluidez de las
membranas mitocondriales hepdticas disminuyd tras el ejercicio agudo, aunque se preservaron
los niveles de fluidez en las membranas de los hepatocitos. El ejercicio agudo aumentd los
niveles de MDA + 4-HDA, especialmente en musculo esquelético, higado y cerebro. Ademds, los
niveles de carbonilos proteicos fueron mayores después del ejercicio agudo en el musculo
esquelético, el corazdn y el higado. El entrenamiento corto de 1 semana también aumentod
estos indices de estrés oxidativo. Sin embargo, el entrenamiento regular de larga duracion de 4
6 12 semanas no afecto ni a la peroxidacion lipidica ni al contenido carbonilo proteico. Estos
resultados son consistentes con la idea de que el ejercicio exacerba el dafo oxidativo, lo que
puede contribuir, al menos parcialmente, a explicar la rigidez en las membranas a causa del

ejercicio.
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Abstract

Optimal levels of membrane fluidity are essential for an adequate cell physiology. Our
aim was to study the effects of acute exercise and regular training on cellular and
mitochondrial membranes fluidity, lipid peroxidation and protein oxidation in skeletal and

cardiac muscles, liver and brain.

50 male Sprague-Dawley rats were arranged in 5 groups (n=10) according to exercise
protocol: control or non-exercise (G1), acute exercise (G2) and training of 1, 4 and 12 weeks
(G3, G4 and G5, respectively). G2-5 were subjected to a progressive acute test until exhaustion
in a treadmill. Workloads were determined for training groups, attending at the maximum
speed achieved. Training sessions were intervallic, alternating 80% and 35% of maximal
workload, for 1 h/day, and 4 days/week. Cellular and mitochondrial membranes were isolated
from tissues by differential centrifugation. Fluidity was determined by fluorescence
spectroscopy, using TMA-DPH as fluorescent probe, and it was expressed as the inverse of
polarization measured (1/P). Malondialdehyde and 4-hydroxyalkenals (MDA + 4-HDA) and
protein carbonyl content were determined in the tissues homogenates to assess lipid

peroxidation and protein oxidation, respectively.

Our results show that both, exhaustive acute exercise and regular training, induced
rigidity in the cellular and mitochondrial membranes isolated from the skeletal and cardiac
muscles, and in the synaptosomes. Hepatic mitochondrial membranes fluidity decreased after
acute exercise, although fluidity levels were preserved in the hepatocytes membranes. Acute
exercise increased MDA + 4-HDA levels, especially in skeletal muscle, liver and brain. Also,
protein carbonyl levels were higher after acute exercise in the skeletal muscle, heart, and liver.
Short-training for 1 week also increased these indexes of oxidative stress. However, 4 or 12
weeks of regular long-term training did not affect neither lipid peroxidation nor protein
carbonyl content. These findings are consistent with the idea that exercise exaggerates
oxidative damage, which may contribute, at least partially, to explain the rigidity in the

membranes due to exercise.
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Introduccion

Los dtomos estan compuestos por un nucleo, formado por protones y neutrones, y una
corteza, de electrones, que se mueven alrededor del nicleo y que estan dispuestos en
orbitales. Estos son las zonas del espacio donde la probabilidad de encontrar un electrén es
mayor. Los electrones tienen distintos niveles energéticos y, dependiendo de ellos, se
distribuyen en un tipo de orbital u otro. En cada orbital puede haber hasta dos electrones
girando sobre su propio eje, debido a que ésta es la configuracion energética mas estable, lo
gue genera de esta forma energia magnética, que viene determinada por el cuarto nimero
cuantico o de spin que puede representarse por +1/2 6 —1/2, segun el sentido de giro horario o
antihorario, respectivamente. Si en un orbital se encuentran dos electrones apareados, sus
sentidos de giro son opuestos, anulandose de esta manera la energia magnética generada por
cada uno de ellos al girar (el spin +1/2 se anularia con el spin —1/2), pasando a llamarse éste
atomo diamagnético. Los electrones tienden a asociarse con otro electrén, de forma que

aparean sus sentidos de rotacién en un sistema de baja energia.

Un radical libre es una especie quimica, bien sea atomo, molécula o parte de ésta, con
existencia independiente, y que posee uno o varios electrones desapareados en su orbital mas
externo (Halliwell, 1991). El electron desapareado tiene un momento magnético
descompensado, lo cual hace que la molécula posea carga magnética, llamandose
paramagnética. Un radical libre puede ser positiva, negativa o no tener carga. El radical libre
tiende a recuperar la estabilidad cediendo un electrén (agente reductor) o captando un
electrén (agente oxidante). De esta forma, se estabiliza electrénicamente, aunque a expensas
de desestabilizar la molécula a la que ha donado o sustraido un electrén, por lo que ésta se
convierte en un nuevo radical libre (Halliwell, 1993). La vida media de los radicales libres es
muy corta y depende del tiempo que tardan en reaccionar con otro atomo o molécula para
conseguir captar o ceder su electréon desapareado y asi compensar el spin de su orbital mas

externo.
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Existe una gran variedad de radicales libres, que pueden ser derivados del oxigeno, el

nitrégeno, el carbono o el azufre.

Se denominan especies reactivas dependientes del oxigeno (EROs) tanto a los radicales
libres propiamente dichos como a sus moléculas precursoras y a los derivados de éstos.
Algunas son verdaderos radicales libres, como el radical hidroxilo (¢ OH). Otras simplemente
son fuente de radicales libres, como el perdéxido de hidrégeno (H,0,), sin llegar a ser

considerados como radicales libres, al tener sus electrones apareados (Fig. 1).
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Oxigeno molecular Oxigeno singlete Radical superdxido Peréxido de hidrégeno

Fig. 1: Configuracion electronica de varias especies reactivas dependientes del oxigeno.

En la naturaleza, el oxigeno (0,) aparece en forma molecular o diatdmica. Este
contiene 16 electrones, distribuidos en orbitales moleculares. El oxigeno molecular es un

radical libre con dos electrones desapareados en sus orbitales mas externos (Fig. 1). Ambos
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electrones tienen el mismo sentido de rotacién, por lo que se encuentran desapareados. El
oxigeno sélo interactuard con radicales cuyos electrones tengan spines complementarios a los
del oxigeno, lo que se denomina “restriccién de spin”. Por ello, el O, es un birradical de relativa

baja reactividad.

La molécula de oxigeno puede presentarse con otras configuraciones electrénicas en
sus Ultimos orbitales. Si los dos electrones de estos orbitales se configuran con spins opuestos
(Fig. 1) se forma una molécula llamada oxigeno singlete (*O,). El 'O, no es un radical libre,

aunque, debido a que es una forma excitada, reacciona facilmente con otras moléculas.

El '0, se produce por absorcién de energia electromagnética a partir del O,. Esta
energia hace que uno de los electrones del ultimo orbital cambie el sentido de su spin. La
absorcién de grandes cantidades de energia por parte del oxigeno para generar 'O, se
encuentra restringida a sucesos fotoquimicos (Zigler y Goosey, 1981; Sik y cols., 1983).
También puede formarse en reacciones de oxidacién de diversas especies o durante
reacciones enzimaticas. El 'O, puede interaccionar con otras moléculas transfiriéndoles la
energia de su excitacion o combinandose con ellas. Asimismo, tiene la capacidad de sustraer
un hidrogenién (H') de un &cido graso insaturado, comenzando, de este modo, la reaccién de

la peroxidacion lipidica (Halliwell y Gutteridge, 1990a).

El radical superdxido (e0,) procede de la reduccion de una molécula de O,. Se
produce en todas las células eucariotas animales, sobre todo en la mitocondria y el reticulo

endoplasmatico (Fridovich, 1978; Nohl y Hegner, 1978).

El 1-2% de los electrones transportados en el estado 4 de la cadena respiratoria
mitocondrial, un estado controlado y altamente reducido, da lugar a 0, (Boveris y cols.,
1972). También se forma 0, al producirse el estallido respiratorio de las células fagociticas y
como producto de muchas reacciones enzimaticas, como las que implican a la xantina oxidasa
o al citocromo P45 a nivel del reticulo endoplasmatico. Finalmente, con la autooxidacidon de
moléculas como las xantinas, catecolaminas, compuestos tidlicos, flavinas y hemoproteinas, se

forma 0, en presencia de cantidades traza de metales (Valko y cols., 2005).

El @0, producido en la mitocondria puede lesionar los transportadores de la cadena

respiratoria mitocondrial y el acido desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial (Sohal y Brunk,
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1992). Aunque el @0, no es muy toxico, es la principal fuente de formacion de H,0,, que es
capaz de atravesar membranas y, ademads, es un precursor del ®OH, la especie reactiva de
mayor toxicidad descrita (Halliwell, 1991). Ademas, el ®0, también puede reaccionar con el
radical éxido nitrico (eéNO) y formar el anién peroxinitrito (ONOO’) (Brzeszczynska vy

Gwozdzinski, 2008).

El peréxido de hidrégeno (H,0,) no es un radical libre como tal, ya que no posee
electrones desapareados en su ultimo orbital (Fig. 1). Es la forma menos reactiva de las
especies reactivas dependientes del oxigeno (ERO). Su importancia recae en su capacidad para
atravesar membranas bioldgicas, dando lugar a reacciones de oxidacidén en puntos alejados de

su lugar de produccion.

El H,0, no es téxico en concentraciones fisioldgicas; sin embargo, al poder convertirse
facilmente en ®eOH mediante la reaccién de Fenton — Haber-Weiss (Fenton, 1894; Haber y
Weiss, 1934), el dafio que puede producir dependerd de la disponibilidad y localizacion de

metales de transicién como el hierro y el cobre (Gutteridge y Halliwell, 1989).

Fe’* o Cu’
.02> + H202 E—— .OH + OH> + 02

El radical hidroxilo (¢ OH) es el mas reactivo y, por tanto, el mas dafiino conocido, con
una vida media de apenas un nanosegundo. No tiene gran poder de difusidon porque reacciona
con toda macromolécula vecina, ya sean acidos nucleicos (Sastre y cols., 2000; Anson y cols.,
2006), proteinas (Yu, 1994) o lipidos (Halliwell y Gutteridge, 1990a). Ademds, no se conoce
ninguna enzima que lo detoxifique directamente, posiblemente porque el propio ®eOH la

destruiria.

En el ser vivo se puede producir ®OH por varios mecanismos: 1) fision homolitica del
agua; 2) ruptura fotolitica del H,0,; y 3) reacciones de Fenton — Haber-Weiss (Fenton, 1894;
Haber y Weiss, 1934). El primero, aunque es poco frecuente, puede formarse a consecuencia
de radiacion de alta energia (rayos X, rayos y). Para el segundo, la luz ultravioleta no tiene
suficiente energia como para dividir una molécula de agua, pero puede escindir una molécula

de H,0, en dos moléculas de ®OH. Por ultimo, en las reacciones de Fenton — Haber-Weiss, una
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molécula de H,0, reacciona con una molécula de 0, , u otro agente reductor, para producir

un eOH, un OH vy O,.

El radical perhidroxilo (HO,®) se genera a partir de ®0,. Es un radical libre muy
liposoluble, siendo por tanto un potente inductor de la peroxidacién lipidica en las membranas

bioldgicas (Kannery cols., 1987).

Los radicales alcoxilo (ROe) y peroxilo (ROOe) son especies producidas durante la
peroxidacion lipidica, debido al ataque de algunos radicales libres sobre los fosfolipidos de la
membrana, a nivel de las cadenas carbonadas de sus acidos grasos. No son tan reactivos como
el ®OH; sin embargo, constituyen una parte esencial para el inicio y propagacién de la

peroxidacion lipidica por toda la membrana celular (Kanner y cols., 1987).

Las especies reactivas dependientes del nitrégeno (ERNs) engloban a los radicales

libres dependientes del nitrégeno y a las especies precursoras que generan dichos radicales.

El éxido nitrico (éNO) es un gas con una vida media de 3-5 segundos. Se produce
endégenamente en diversos tipos celulares. Es catalizado por la enzima dxido nitrico sintasa

(NOS).

El eNO tiene, entre otras, las siguientes caracteristicas funcionales: regulador del flujo
sanguineo local, antiagregante plaquetario, segundo mensajero y mediador del
neurotransmisor excitador glutamato (Moncada y Higgs, 1995). Aunque posee una acciéon
antiinflamatoria importante, también puede promover la disfuncién celular y tisular, a través
de un efecto proinflamatorio (Grisham y cols., 1999). Otro efecto del ®eNO reside en su
capacidad de reaccionar con el hierro de proteinas intracelulares, principalmente
mitocondriales, inactivando la mayoria de las enzimas que poseen un grupo hemo. Ademas,
puede reaccionar con los 4acidos nucleicos y dar lugar a mutaciones, roturas del ADN, y

evolucionar hacia la necrosis.
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Mientras un exceso de este gas es citotdxico, a concentraciones fisioldgicas es poco
reactivo y no puede nitrar proteinas definitivamente, aunque si puede reaccionar con otros
compuestos intermedios (Beckman y Ames, 1998; Halliwell y Gutteridge, 2007). Un ejemplo es

la reaccion entre ®eNO y el 0, donde se forma el anidén peroxinitrito.

El anidn peroxinitrito (ONOQ’) es un potente oxidante, responsable de gran parte de la
toxicidad causada por el ®NO (Beckman y Ames, 1998; Halliwell y Gutteridge, 2007). Se forma
in vivo mediante la reaccién del eNO y el @0, (Radi y cols., 1991; Miles y cols., 1996;

Pietraforte y Minetti, 1997).

Aunque esta reacciéon puede ser un mecanismo de eliminacién de 0, sin la
consiguiente formacion de H,0,, el ONOO™ puede protonarse y formar acido peroxinitroso
(HONOO), el cual, a su vez, se descompone con facilidad en ®OH y diéxido de nitrégeno (NO,),

ambos muy téxicos (Janssen y cols., 1993; Lipton y cols., 1993).

El ONOO™ también induce la peroxidacion lipidica en lipoproteinas, interfiere la
sefializacién celular por nitracién de residuos aromaticos proteicos, degrada carbohidratos,
nitra y oxida guanosina, y fragmenta ADN (Beckmann y cols., 1994; Beckman y Koppenol,
1996). Otra de sus posibles interacciones es con el CO, generado en la mitocondria, proceso
exacerbado, sobre todo, durante el ejercicio. La molécula resultante, ONOOCO,, se
descompone, a su vez, en el radical carbonato (#CO;3) y en el radical didxido de nitrégeno
(#NO,) (Squadrito y Pryor, 1998; Ducrocq y cols., 1999; Hardeland y cols., 2003; Hardeland,
2009). Todas estas acciones convierten al ONOO en una molécula altamente téxica con

efectos devastadores en la célula.

El didxido de nitrégeno (#NO,) es un radical libre contaminante producido a partir de
la oxidacién del eNO atmosférico (Postlethwait y cols., 1995), con suficiente poder por si

mismo como para iniciar la cadena de la peroxidacidn lipidica (Halliwell, 1994).
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Los radicales libres centrados en un atomo de carbono surgen del ataque de un radical
oxidante sobre acidos grasos. En el primer paso se extrae un atomo de hidrégeno de un grupo
metileno situado entre enlaces dobles. Este tipo de radicales es muy inestable y reacciona
rapidamente con el oxigeno, dando lugar a un ROOe. A su vez, pueden participar en otras

reacciones que generan otras especies radicales (Frei, 1994).

Los atomos de azufre también pueden ser el centro de un radical libre (RSe) formado,
por ejemplo, a partir de una cisteina. Esta se autooxida con facilidad, dando lugar a la

formacidn de radicales tiilo e hidroxilo (Sparrow y Olszewski, 1993).

La principal fuente es la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Frei, 1994).

En la mitocondria tiene lugar la oxidacion de los acidos grasos y el ciclo del acido
citrico, por medio de los cuales se producen la forma reducida de la nicotinamida adenin-
dinucledtido (NADH) vy la de flavin adenin-dinucledtido (FADH,). Estas moléculas transfieren
electrones a la cadena respiratoria, un sistema formado por complejos enzimdticos que
catalizan una cadena de reacciones redox acopladas, utilizando el oxigeno como aceptor final
de electrones, con el fin de generar una energia suficiente para convertir el adenosin difosfato
(ADP) en adenosin trifosfato (ATP). En la respiracion mitocondrial es inevitable la formacion de
subproductos a partir del oxigeno, los radicales libres (Yu, 1994). Este hecho origina la
conocida “paradoja del oxigeno”, ya que la misma molécula que es imprescindible para la vida
de los organismos aerobios, también puede comprometerla. La mitocondria es una fuente
importante de EROs, entre las que se encuentran las siguientes: ®0,, eOH, H,0,, eNO y

ONOO'.
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Debido a las propiedades del oxigeno, su reduccién genera tres compuestos
intermedios “parcialmente reducidos” entre éste y el agua. El primero es el ®0,, que resulta
de la reduccién con un electron del oxigeno molecular; el segundo es el H,0,, resultante del
aporte de otro electrén y dos protones; y el tercero es el ®OH, obtenido como resultado final
de la suma de un tercer electrén y un protdn. La reduccidon completa finaliza con el cuarto
electrén y otro protdén para generar una molécula de agua (Fig. 2).

o, e > .0, e'+2HE H,0, e+H > .OH e'+HE H,0

| | |

SOD Catalasa o peroxidasa

Complejo citocromo oxidasa

Fig. 2: Reducciones del oxigeno hasta formar agua. SOD: Superdxido dismutasa (Boveris y cols., 1972).

La cadena de transporte electronico mitocondrial esta formada por varios complejos
situados en la membrana interna de la mitocondria, denominados |, II, lll y IV. La enzima ATP-
sintasa también es conocida a veces como complejo V. Existen elementos de esta cadena que
tienen la capacidad de transferir un electrén directamente al O,, como los complejos | y llI, y
es, durante esta cesion, cuando pueden generarse los @0, al recibir el oxigeno un Unico
electrén. Por lo tanto, en estos complejos es donde se producen principalmente los radicales
libres (Cross y Jones, 1991). Cuando todo el ADP ha sido transformado en ATP, se produce un
estado controlado y altamente reducido en la mitocondria, llamado estadio 4. En este estado,
entre el 2% y el 5% de los electrones transportados no llegan al complejo IV, liberandose 0,
En el estado mas activo y oxidado, el estadio 3, la produccion de radicales libres es minima, en

torno al 0,1% (Boveris y cols., 1972; Cadenas y cols., 1977; Frei, 1994; St-Pierre y cols., 2002).

Asi, el @0, generado da lugar, a su vez, a través de la reaccion catalizada por la
superéxido dismutasa (SOD), al H,0, capaz de atravesar las membranas y alcanzar el
citoplasma, donde puede reaccionar con otras especies formando diversos tipos de radicales

libres (Boveris y cols., 1972).
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El citocromo P50 es una familia de hemoproteinas presentes en numerosas especies,
desde bacterias hasta mamiferos, de las que se han identificado mas de 2000 isoformas, cada
una de ellas con especificidad de sustrato diferente. En los seres humanos, se encuentran
ampliamente distribuidas por todo el organismo, especialmente en las células del higado y del
intestino, y principalmente en el reticulo endoplasmatico y las mitocondrias. Salvo
excepciones, el citocromo P,so cataliza reacciones de monooxigenacién que requieren oxigeno
molecular y nicotinamida adenin-dinucleétido fosfato reducida (NADPH) para oxidar el
sustrato, pero soélo uno de los atomos de oxigeno es incorporado en la molécula del sustrato,
mientras que el otro es reducido a agua. Desempefia un papel muy importante en el
metabolismo de tdxicos y/o farmacos, catalizando reacciones que faciliten su metabolismo y
excrecion (Hodgson, 2004). Se ha propuesto la formacion de @0, por el citocromo P50 cuando

se produce la reduccion directa del oxigeno molecular (Koop, 1992; Goeptar y cols., 1995).

El H,O, es una molécula relativamente estable en ausencia de catalizadores que
promuevan su descomposicién. Sin embargo, en presencia de iones de metales de transicion,
da lugar a la formacién de eOH y OH". En este proceso, el metal actua Unicamente como

catalizador.

0, +Fe* ———> 0, +Fe”™
H,0; + Fe” ———> -OH + OH +Fe’*

2+ +

e u
‘0O, +H,0p ——> -OH+O0OH +0,

La necesidad de metales de transicidn en la reaccidén de Fenton convierte al hierro y al
cobre, muy abundantes en los sistemas bioldgicos, en agentes que pueden agravar el dafio
oxidativo. Asi, los procesos de captacion y distribucidén del hierro, en general, estdn muy bien
regulados, y los mamiferos disponen de proteinas de unién a estos metales como la ferritina,
transferrina y ceruloplasmina, que actian como almacenes y transportadores de estos metales
e impiden que éstos participen en reacciones redox (Halliwell, 1991). En los sistemas
bioldgicos, el hierro libre estd en concentraciones muy pequefias y, generalmente, en forma

férrica para evitar que desencadene esta reaccion.
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Las oxidasas mds conocidas son la NADPH y la xantina oxidasa. La primera se localiza
principalmente en la membrana plasmatica de los fagocitos activados (neutréfilos, monocitos-
macrofagos y eosindfilos). Al encontrarse con un agente infeccioso, los fagocitos aumentan su
consumo de oxigeno, un fendmeno conocido como el “estallido respiratorio”, que sucede en la
membrana plasmatica donde se encuentra el complejo NADPH oxidasa. Este sistema acepta
electrones del NADH de la membrana plasmdtica y puede reducir sustancias aceptoras de
electrones, tales como los tioles proteicos, aunque el mayor aceptor fisioldgico es el O,, cuya
reduccion conlleva la formacion de @0, (De Grey, 2003; Moldovan y Moldovan, 2004). El @O,
puede reducirse por la SOD hasta H,0,. Finalmente, la mieloperoxidasa incrementa
notablemente la actividad microbicida del H,0,, dado que en presencia de cloruro se oxida
para formar 4cido hipocloroso (HCIO). @OH y HCIO se forman en los fagocitos activados como
mecanismo frente a microorganismos (Babior, 1978). Los fagocitos deben controlar de forma
exquisita este mecanismo defensivo, ya que si se sobreactiva puede contribuir a la

etiopatogenia de algunas enfermedades con base inmunoldgica, como la artritis reumatoide

(Babior, 1978; Moslen, 1994).

La xantina oxidasa se forma por la conversién de la xantina deshidrogenasa en
situaciones de hipoxia, isquemia u otras situaciones de déficit energético. La xantina
deshidrogenasa es una enzima que participa en el metabolismo de las purinas, oxidando la
hipoxantina a xantina y ésta, posteriormente, forma &cido Urico, utilizando el NAD" como
aceptor de electrones (Kinnula y cols., 1995). En su forma oxidasa, emplea O, como aceptor de
electrones, lo que produce radicales libres (Radi y cols., 1992). En hipoxia, la hipoxantina se va
acumulando sin poder ser oxidada hasta que se produce la reoxigenacién. Entonces, la xantina
oxidasa cataliza la oxidacidon de hipoxantina formando grandes cantidades de 0, y H,0,

(Grangery cols., 1981; Saugstad, 1990).

La 6xido nitrico sintasa es una familia de tres isoenzimas que catalizan la formacion de
6xido nitrico: la neuronal y la endotelial, ambas expresadas constitutivamente y cuya actividad
esta regulada por la concentracidn intracelular de calcio (Bredt y cols., 1991; Lamas y cols.,
1992); y la inducible, que la expresan los macréfagos cuando son estimulados por citoquinas,
lipopolisacaridos u otros antigenos, siendo su expresion regulada tanto a nivel transcripcional

como postranscripcional, en la que participan factores de transcripcion sensibles al estado
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redox, como el factor nuclear kB (NF-kB) o las quinasas activadas por mitégenos (MAPK)
(Moncada y Higgs, 1991; Yui y cols., 1991; Lowenstein y Snyder, 1992; MacMicking y cols.,
1997; Bosca y cols., 2005).

Los microsomas, también denominados peroxisomas, realizan la metabolizaciéon o j-
oxidacion de los acidos grasos con una longitud de cadena de 24 o mas dtomos de carbono, asi
como la de fenoles, formaldehidos y alcoholes, requiriendo la presencia de O, y generando

grandes cantidades de H,0, (Boveris y cols., 1972; Beckman y Ames, 1998).

La lipooxigenasa y la ciclooxigenasa son enzimas asociadas a la membrana plasmatica
que participan en el metabolismo del acido araquiddnico, generando radicales libres durante

su catdlisis (Frei, 1994).

Muchos agentes antineoplasicos, tales como la adriamicina y la bleomicina, y también
algunos antibidticos, son fuentes de radicales libres. Algunos de los efectos de estos farmacos
se han atribuido a su capacidad para reducir oxigeno a €0,, H,0, y ®OH. También generan
radicales libres las radiaciones (rayos X o y) o particulas radiadas (electrones, protones,
neutrones, deuterones y particulas a y B), y factores ambientales, como contaminantes
aéreos, hiperoxia, pesticidas, humos del tabaco, solventes, anestésicos o hidrocarburos
aromaticos. Estos agentes, o bien contienen en si mismos radicales libres (como el humo del
tabaco), o bien se convierten en ellos debido a su metabolismo, en el que actlan enzimas
como las monooxigenasas (por ejemplo, el citocromo P45 0 la flavin monooxigenasa), diversas
oxidasas (alcohol deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa, amino oxidasas), la epdxido

hidrolasa, etc. (Philpot, 1991; Halliwell y Gutteridge, 2007).

La atmdsfera de nuestro planeta fue anaerdbica hasta la aparicién del oxigeno hace
unos 2500 millones de afios, como resultado de la rotura del agua en el proceso fotosintético

de las primeras cianobacterias. El O,, vital para la existencia de organismos aerobios, es a la
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vez un toxico, dada su capacidad de formacidn de radicales libres. Para sobrevivir en este
ambiente aerobio primitivo poco favorable, los organismos desarrollaron una variedad de

mecanismos de defensa antioxidante.

En 1995, Halliwell defini6 un antioxidante como “cualquier sustancia que, a bajas
concentraciones comparado con el sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la
oxidacion de este sustrato” (Halliwell y cols., 1995). Los antioxidantes, desde la perspectiva
bioquimica, pueden clasificarse en enzimaticos y no enzimaticos. Los primeros son proteinas
de peso molecular elevado, que minimizan el dafio oxidativo catalizando reacciones quimicas.
Los antioxidantes no enzimdticos, en general, son moléculas pequefias que reaccionan
directamente con los radicales libres, evitando que ejerzan su accién téxica sobre lipidos,
proteinas y acidos nucleicos. Algunas caracteristicas de las principales moléculas antioxidantes
presentes en el ser vivo en condiciones fisioldgicas se resumen en las Tablas | y Il, en funcidn

de su actividad enzimatica o no.

Tabla I: Resumen de los principales antioxidantes enzimaticos bioldgicos. GSSG: Glutation oxidado;

GSH: Glutation reducido; NADP*: Nicotinamida adenin-dinucleétido fosfato oxidada.

Cu/zn SOD Citosol y
lisosomas
Superdxido
dismutasas Mn SOD Mitocondria ©0, + 00, +2H" —» 0, + H,0,
(SOD)
Extracelular Plasma
SOD
Catalasa Pero>.<|somas y 2H,0, —» 2H,0+ 0,
citosol
Glutation peroxidasa (GPx) Intracelular H,0,+ 2GSH ——» 2H,0 + GSSG
Glutation reductasa (GR) Intracelular GSSG + NADPH + H* —— 2GSH + NADP*
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Tabla Il: Principales antioxidantes no enzimaticos. GPx: Glutatién peroxidasa; GSH.: Glutatién reducido;

Glutation

Vitamina E

Vitamina C

Vitamina A
Acido urico
Quelantes

Bilirrubina

Coenzima Q

Flavonoides

Glucosa

Cisteina

Melatonina

AP-1: Proteina activadora 1; Nf-kB: Factor nuclear Kappa B.

Intracelular, alveolos,
etc.

Membranas lipidicas y
lipoproteinas

Medios celulares
hidrofilicos

Membranas lipidicas
Amplia distribucion
Enddgenos y exdgenos
Sangre, tejidos

Cadena de transporte
electrénico mitocondrial

Exdgenos

Amplia distribucion

Amplia distribucion

Citosol, nucleo,
mitocondria,
membranas

Sustrato de la GPx, reacciona con eOH, €0, vy
radicales libres organicos, regenera la vitamina C

Depura ¢'0,, ¢0,, ®OH, eNO y ROe, detiene |a
peroxidacién lipidica

Depura ©0,, H,0,, ®OH, ‘0, y eNO, formando

radical semidehidroascorbato y contribuye a la
regeneracioén de la vitamina E

Acttia como prooxidante cuando reduce Fe** a
Fe?*y éste cataliza la reaccion de Fenton

Depura ¢0,, ROOe y ‘0,
Depura ®OH, '0,, HCIO y ROOe
Unen metales de transicién
Reacciona con ROOe y 102

Protege frente a la peroxidacidn lipidica,
regenera vitamina E

Reaccionan con ROOe, eOH y el #0,
Depura eOH

Reduce compuestos organicos donando
electrones del sulfhidrilo

Depura eOH, ¢0,, H,0,, NOe, HCIO, ONOO,
activa enzimas antioxidantes e inhibe enzimas
productoras de radicales libres

Hay una serie de enzimas que, aunque en sentido estricto no deben ser consideradas

como antioxidantes ya que no eliminan radicales libres, si que participan en los procesos de

reparacion de las biomoléculas que han sido dafadas por ellos. Por un lado, se ha demostrado

qgue la peroxidacion lipidica estimula la fosfolipasa A, y, por otro, que las formas peroxidadas

de los fosfolipidos son el sustrato preferido de la fosfolipasa A, (Halliwell y Gutteridge, 1990b);
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por lo tanto, la fosfolipasa A, degrada los fosfolipidos oxidados de la membrana (Demple y
Halbrook, 1983; Sevanian y Kim, 1985; Dizdaroglu, 1993). También podemos destacar las
enzimas reparadoras de ADN, la metionina sulféxido reductasa y las enzimas proteoliticas
intracelulares, que actian degradando proteinas oxidativamente dafiadas, evitando su

acumulacidn (Davies y cols., 1986; Giulivi y Davies, 1990).

En condiciones fisioldgicas, la generacion de radicales libres esta relativamente bien
contrarrestada con los sistemas de defensa antioxidante. Pero cuando se rompe el equilibrio a
favor de la formacién de radicales libres, se genera el fendmeno conocido como estrés
oxidativo. Este se define como un desequilibrio entre las especies prooxidantes y las
antioxidantes, a favor de las primeras (Sies y Mehlhorn, 1986). Asi pues, puede originarse por
un exceso de elementos prooxidantes (exposicion a radiacion ionizante, radiacidon UV intensa,
toxinas, estrés psicolégico o fisico, y ciertas patologias), por una deficiencia de agentes
antioxidantes, o por ambos factores a la vez. La acciéon de los radicales libres sobre los
constituyentes estructurales celulares produce una agresion interna continuada, que amenaza
la integridad funcional de todas las biomoléculas. Las consecuencias patolégicas dependerdn

entonces del tipo de constituyente celular que se dafe.

Los lipidos, el componente estructural mas abundante de las membranas bioldgicas,
son las moléculas mds susceptibles de ser atacadas por radicales libres, especialmente aquéllos
que poseen mayor numero de dobles enlaces, es decir, los formados por acidos grasos
poliinsaturados (Cheeseman y Slater, 1993; Gutteridge, 1995). Los radicales libres que pueden
iniciar esta reaccion son: ®OH, '0,, ozono, ROe y ROOe (Kanner y cols., 1987; Halliwell, 1990).

El proceso de ataque oxidativo a los lipidos se denomina peroxidacion lipidica (LPO).

La reaccién comienza cuando un radical libre ataca a un carbono de la cadena alifatica
de un acido graso y le extrae un dtomo de hidrégeno. Esta reaccién se produce principalmente
en los carbonos contiguos a dobles enlaces de dacidos grasos poliinsaturados. Este radical
centrado en un dtomo de carbono reacciona con el O, y forma un ROOe y otras moléculas
como endoperdxidos, hidroperodxidos y cicloperdxidos (Curtis y cols., 1984). El nuevo ROOe

formado es capaz, a su vez, de extraer otro atomo de hidrégeno de un fosfolipido adyacente,
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formando un radical alquilo (Re) y un perdxido lipidico (ROOH), propagando asi una reaccién
en cadena que se extiende por toda la membrana (Kanner y cols., 1987; Hunt y cols., 1988). La
reaccién soélo termina cuando los radicales libres interaccionan con moléculas antioxidantes o
bien mediante la fragmentacion de los acidos grasos en un gran nimero de productos hasta
que se agota el sustrato, lo que implica la muerte celular. De forma esquematica, la reaccion
de la peroxidacién lipidica se divide en cuatro pasos: iniciacidn, propagacion, ramificacién y
terminacion (Fig. 3). Ademas, la oxidacidn de los acidos grasos poliinsaturados produce la
formacién de uniones cruzadas bien entre fosfolipidos o bien entre fosfolipidos, y proteinas
(Bruch y Thayer, 1983; Curtis y cols., 1984). Estas alteraciones estructurales son las principales
responsables de la aparicién de rigidez en las membranas bioldgicas cuando éstas son
expuestas a radicales libres y, por tanto, determinan su pérdida funcional (Dobretsov y cols.,

1977; Bruch y Thayer, 1983; Schroeder, 1984; Garzetti y cols., 1993; Chen y Yu, 1994).

Entre los productos formados destacan el malonildialdehido (MDA) y los 4-
hidroxialquenales (4-HDA), cuantificados en este trabajo como indicadores del grado de LPO.
Estos productos también pueden ser moléculas muy toxicas capaces de provocar graves
alteraciones en la membrana, como modificaciones en las proteinas que la integran
(Esterbauer y cols., 1991; Subramaniam y cols., 1997; Refsgaard y cols., 2000; Zarkovic, 2003),

e incluso la ruptura de la membrana (Halliwell, 1990).
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. . — — R
Radicales libres i e il
Inicio H" <] *RL
/\/=\\/:\/‘\/\\/ R
Propagacicn ° l Radical alquilico
L
W_-\/\/\/ R
Conjugado dieno
Qe l 0,
NS R
Radicallipoperoxilo
Ramificacion
LH

HOO

/\)_\/__—\/\/\/R+

Hidroperdxido

lFe(li)

8] . aif Radical alcoxilo
/ : Terminacion
MDA: R=0H
/r‘ 4-HDA: R = hidroxialquilo
H s o 5

Destruccion Depuracion Reaccion de
R dela por dos radicales

membrana antioxidantes libres

Fig. 3: Reacciones principales de la peroxidacion lipidica. e RL: radical libre, LH: lipido intacto, MDA:

malonildialdehido, 4-HDA: 4-hidroxialquenales.

Las proteinas constituyen aproximadamente un 68% del peso seco de las células
(Davies, 2003), por lo que son un blanco importante para los radicales libres. Todos los
aminodcidos presentes en las proteinas tienen residuos susceptibles de sufrir dafio oxidativo.
Esta oxidacidn puede dar lugar a una alteracién de la estructura causando cambios
conformacionales de la proteina y, por lo tanto, una disminucién o pérdida completa de su
funcién. Dentro de los aminoacidos, la tirosina, la fenilalanina, el triptdéfano, la histidina, la
metionina y la cisteina son los que presentan mayor predisposicion a ser oxidados (Davies y

Goldberg, 1987).

Las alteraciones bioquimicas que producen los radicales libres en las proteinas incluyen
oxidaciones de las cadenas laterales, fragmentacion de la cadena peptidica, formacion de
enlaces cruzados entre proteinas, modificacién de los puentes disulfuro y los enlaces no

covalentes (como los de hidrégeno), cambios de conformacién, alteracién de la hidrofobicidad,
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y adquisicion de otros grupos reactivos (como, por ejemplo, la 3,4-dihidroxifenilalanina, los
hidroperdxidos y los carbonilos) (Davies y Goldberg, 1987; Dean y cols., 1997; Stadtman, 2001;
Davies, 2003). Un caso a destacar es cuando el H,0, y las formas reducidas del hierro y cobre
interaccionan en los sitios de unidn de estos metales a las proteinas, produciendo radicales
libres que oxidan inmediatamente a los residuos de aminoacidos vecinos. En muchas enzimas,
este sitio de unién de metales puede ser el centro activo, por lo que el ataque de radicales

libres anularia su funcionalidad (Stadtman, 1993).

Aunque la reaccion de las proteinas con los radicales libres no se puede considerar
como una reaccion en cadena per se, también se produce una serie de reacciones sucesivas

(Fig. 4) (Headlam y Davies, 2003):

Proteina-OOH + e© —> Proteina-Oe + OH"
Proteina-Oe———> Proteina-Ce

Proteina-Oe——> Proteina-carbonilo + Re

Proteina-Oe + Proteina-H —> Proteina-OH + Proteina-Ce
Proteina-Ce + O,—> Proteina-00e

Proteina-O0® + Proteina-H——= Proteina-O0H + Proteina-Ce

Proteina-OOH +2 e + 2 H* —> Proteina-OH + H,0

Fig. 4: Reacciones de los radicales libres con las proteinas.

En los procesos de dano oxidativo a proteinas, algunos aminoacidos, tales como la
lisina, prolina y arginina se oxidan, proporcionando grupos carbonilo, de modo que el
contenido en carbonilos de las proteinas se puede emplear como un indicador de dafio
oxidativo a las mismas (Stadtman y cols., 1992). En este trabajo, se ha cuantificado la aparicion

de estos restos como indicador bioquimico de la oxidacion de las proteinas.

El ADN también es muy susceptible al dafio oxidativo. El oxigeno es capaz de
combinarse con las bases o los glucidos del ADN. Cuando un radical libre ataca a una
desoxirribosa del ADN, generalmente se produce una ruptura de la cadena. Sin embargo, la
cadena complementaria, que permanece intacta, puede mantener juntos los dos extremos de
la cadena dafiada hasta que actlen las enzimas reparadoras. De este modo, este tipo de dafio

habitualmente no es critico para la célula, salvo que la rotura se encuentre cercana a las dos
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cadenas (Breen y Murphy, 1995). La adicidn de los radicales libres a las bases del ADN es mas
habitual, y da lugar a una gran variedad de productos derivados, siendo uno de los mas
importantes la 8-hidroxi-deoxiguanosina. También se pueden formar puentes cruzados ADN-
proteina. La cantidad del nucledtido 8-hidroxi-deoxiguanosina tisular o en orina se puede

utilizar como indice del dafio oxidativo al ADN in vivo (Fraga y cols., 1990).

Cuando la replicacién del ADN dafiado tiene lugar antes de la reparacién, o cuando el
ADN alterado se repara de manera incorrecta, tiene lugar una mutacién (Halliwell, 1991; Breen
y Murphy, 1995). Las lesiones oxidativas al ADN y la mutagénesis son causas importantes del
cancer (Ames y cols., 1993). Se cree que, al menos, en el caso del ADN nuclear, el hierro
desempenfa un papel importante en el dafio oxidativo. Si el H,0, llega al nucleo, en presencia
de hierro ferroso genera ®OH, que ataca al aztcar o a la base, produciendo roturas de hebray

modificaciones en las bases (Imlay y cols., 1988).

El dafo oxidativo al ADN mitocondrial es unas 15 veces superior al del ADN nuclear
(Richter y cols., 1988). La mitocondria es la principal fuente de radicales libres en reposo, los
cuales actuarian sobre los lipidos de la membrana mitocondrial, las proteinas de sus sistemas
enzimaticos y, fundamentalmente, sobre el ADN mitocondrial. Ademds, éste es muy
susceptible al dafo oxidativo debido a que, al contrario que el ADN nuclear, carece de los
mecanismos de reparacién adecuados y no tiene la proteccidon que suponen las histonas y
poliaminas (Schapira y Cooper, 1992). Esto ha llevado a pensar que el dafio oxidativo sobre
estructuras mitocondriales desarrolle un papel determinante en los procesos de
envejecimiento: la denominada “teoria mitocondrial del envejecimiento”, inicialmente
propuesta por Harman en 1972 y desarrollada por Miquel en 1980 (Harman, 1972; Miquel y
cols., 1980).

Los monosacaridos y disacdridos resisten la accion de los radicales libres de oxigeno. La
glucosa, la manosa y el manitol son depuradores del @0,; al retenerlo e impedir su accién
sobre otras moléculas, actian como agentes protectores celulares (Albertini y cols., 1996). El
dano oxidativo a los glucidos reviste gran importancia cuando se trata de polisacaridos de
funcidén estructural, ya que los polisacaridos son despolimerizados (Monboisse y Borel, 1992).
Un caso especial es el del acido hialurénico, cuya funcidn estructural es contribuir a la
viscosidad del fluido sinovial. La exposicion a agentes oxidantes, sobre todo al @0, provoca su

fragmentacién, lo que conduce a la desestabilizacion del tejido conectivo y a la pérdida de
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viscosidad del fluido sinovial, como sucede en la etiopatogenia de la artritis reumatoide

(Greenwald y Moy, 1980; Grootveld y cols., 1991).

1.1.5.5. Efecto de los radicales libres en las membranas

Las membranas de las células eucariotas no son estructuras estaticas, al contrario, se
caracterizan por ser pldsticas. Con unos 5 nm de espesor, estan formadas bdsicamente por una
doble capa de lipidos entre los que se intercalan proteinas que atraviesan total o parcialmente
la bicapa lipidica. Entre los lipidos destacan los siguientes: fosfatidilcolina, esfingomielina,
fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina, todos ellos del tipo fosfolipido, aunque también hay
una concentracion importante de esteroles, principalmente colesterol. Las membranas
también contienen pequefias cantidades de glucidos que se encuentran formando parte de
glucoproteinas y glucolipidos (Fig. 5). La proporcién exacta de todas estas moléculas varia

segun el tipo de membrana celular y guarda una estrecha relacién con su funcién.

La disposicion espacial de los lipidos y las proteinas en las membranas celulares como
un modelo en mosaico fluido fue descrita por Singer y Nicolson (1972). Segln éste, los
fosfolipidos se sitian formando una bicapa, con los restos acilo situados en la parte central, y
las cabezas polares hidréfilas orientadas hacia los medios acuosos intra- y extracelulares. Las
proteinas estdn incrustadas entre los lipidos a intervalos irregulares, y se mantienen gracias a

interacciones entre los lipidos y los dominios hidrofébicos de las proteinas.

Glucolipido Oigosacindo Protaina integral Hékon o

Fig. 5: Modelo de mosaico fluido por el que se explica la estructura de las membranas celulares.
Adaptada de Voet y cols., 2007.
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Las uniones tanto entre lipidos como entre éstos con proteinas son débiles enlaces no
covalentes. Esto permite 4 tipos de movimientos de lipidos (Fig. 6): 1) difusidon, en el que los
fosfolipidos se mueven lateralmente en el plano de la membrana; 2) rotacién, donde los
fosfolipidos rotan sobre su eje vertical; 3) flexidn y extension, de las colas hidréfobas; y 4) flip —

flop, con produccidn del salto de un fosfolipido de una hemicapa a la otra.

Fig. 6: Movimientos de los fosfolipidos en la bicapa lipidica de una membrana celular. Las flechas verdes
indican los que implican un desplazamiento neto de la molécula entre dos posiciones en el plano de la

membrana y las azules indican los movimientos sin desplazamiento neto.

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

movimiento, el crecimiento y la divisidén celular (Lehninger y cols., 2001).

Es un hecho aceptado que las membranas bioldgicas requieren un estado fluido para
desarrollar sus funciones correctamente. Por ello, conocer la estructura y las propiedades
fisicas de la bicapa constituye la base para explicar multitud de procesos fisioldgicos
relacionados directa o indirectamente con la membrana. El transporte de iones y nutrientes,
los procesos de transduccién de sefiales que utilizan receptores localizados en la membrana, la
accion de enzimas como ATPasas o adenilato ciclasa, la aglutinacion plaquetaria, la fagocitosis,
algunas funciones relacionadas con la inmunidad, etc., son buenos ejemplos de actividades
celulares moduladas por el comportamiento fisico de los lipidos de la membrana (Fischkoff y
Vanderkooi, 1975; Cooper y Hamilton, 1977; Heron y cols., 1980; Shinitzky, 1984; Stubbs y
Smith, 1984; Houslay, 1985; Levi y cols., 1990; Tomita-Yamaguchi y cols., 1991; Viani y cols.,
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1991; Vlasic y cols., 1993; Slater y cols., 1994; Sunshine y McNamee, 1994; Dumas y cols.,
1997).

Debido a su composicién, las membranas celulares son muy susceptibles de ser
atacadas por los radicales libres. El principal efecto que tienen éstos es iniciar la LPO que,
como hemos visto antes, afecta a los fosfolipidos, sobre todo si son poliinsaturados, dada la
cantidad de dobles enlaces que poseen (Rice-Evans y Burdon, 1993; Gutteridge, 1995). Asi,
debe considerarse que si la relacidn entre acidos poliinsaturados/saturados disminuye, lo hace
también la fluidez de la membrana. Ademas, la interaccién de los lipidos con los radicales
libres produce enlaces cruzados entre lipidos y lipidos — proteinas, los cuales también afectan a
la membrana, aumentando su rigidez (Chen y Yu, 1994). Este cambio en su fluidez altera todas

las funciones anteriormente descritas.
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El concepto clasico de salud, que la considera como la ausencia de enfermedad, ha ido
evolucionando a lo largo del tiempo hacia una vision mas global de la persona. Asi, la
Organizaciéon Mundial de la Salud, en 1946, la definié como el estado completo de bienestar
fisico, mental y social. Esto supuso un gran avance en la concepcidn que se tenia de la salud, ya
gue ésta era medida, por primera vez, en términos positivos y contemplaba a la persona en su
integridad, aunque era un concepto un tanto utdpico, amplio y subjetivo. Poco a poco, fue
desarrollandose hasta llegar al concepto actual, en el que se considera a la salud como un
estado cambiante dentro del continuo que iria desde el estado de bienestar completo hasta la
muerte (Fig. 7). El objetivo que se pretende alcanzar es estar lo mas cerca posible del estado

de bienestar completo, considerando los aspectos fisicos, psiquicos y sociales de la persona.

Estado de salud actual

BIENESTAR ABSOLUTO MUERTE

Fig. 7: Concepto de salud como un estado cambiante dentro de un continuo.

Entre los determinantes de salud, hay una serie de factores fundamentales, tanto
intrinsecos como extrinsecos, necesarios para conservarla y evitar las enfermedades. Entre
ellos, cabe destacar los siguientes: 1) la edad y los factores hereditarios, que no pueden ser
modificados, pero si tenerse en cuenta en la prevencion de enfermedades; 2) el medio
ambiente, ya que un entorno libre de elementos patégenos ayuda a mejorar nuestro nivel de
salud; 3) la existencia de un sistema sanitario capaz de actuar a nivel de la salud publica, tanto
para prevenir enfermedades como tratarlas; y 4) la adquisicion de habitos de vida saludables,
entre los que se debe incluir la practica regular de ejercicio fisico, una alimentacidn sana, y

evitar conductas de riesgo (Pate y Macera, 1994).
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En cuanto al estilo de vida de las personas, Mendoza y cols. (1994) lo definieron como
“el conjunto de patrones de conducta que caracterizan la manera general de vivir de un
individuo o grupo”. Por lo tanto, podria establecerse que un adecuado estilo de vida conduce,
en gran medida, a un buen estado de salud, y éste determina la calidad de vida (Coreil y cols.,

2001).

Existen pocas situaciones fisioldgicas que alcancen el grado de estrés que sufre el
cuerpo humano durante el ejercicio fisico intenso, donde se producen aumentos drasticos de
los ritmos cardiaco y respiratorio, de la presidn arterial, de la temperatura, etc., adquiriendo
estas constantes bioldgicas valores que, fuera de este contexto de adaptacién al esfuerzo

fisico, serian considerados como signos evidentes de estado patoldgico.

Podemos clasificar al ejercicio fisico segun diversos criterios, que atienden,
principalmente, a la masa muscular utilizada, al tipo de contraccién muscular, a la potencia y al
metabolismo energético empleados, al nivel de agotamiento alcanzado, asi como a la

continuidad del esfuerzo (Garcia Morales, 2007).

Segun la masa muscular utilizada, el ejercicio fisico puede ser local, cuando interviene
menos de un tercio de la masa muscular total; regional, si la participacidn es entre un tercio y
la mitad de la masa muscular total; y global, en el que interviene mas de la mitad de la masa

muscular total.

Dentro de la contraccién muscular, se distinguen tres tipos: isotdnica, isométrica e
isocinética. La isotdnica es una contraccién constante del musculo, que produce una variacion
de su longitud. Se divide en concéntrica (los extremos del musculo se acercan) y excéntrica (los
extremos del musculo se alejan durante la contraccién). En la isométrica, la contraccién no
produce variacion en la longitud muscular. Por dltimo, en la isocinética, la velocidad de

contraccion es constante, y la tensién muscular varia a lo largo del recorrido.

En cuanto a los criterios de potencia, el ejercicio se puede dividir en: ejercicio de
resistencia, que es de potencia baja, lo que implica realizar el mismo trabajo en mas tiempo,
por ejemplo, carrera continua o bicicleta; ejercicio de fuerza, que supone una potencia media,

donde el objetivo es mover la maxima carga posible, por ejemplo, levantamiento de peso o
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saltos; y ejercicio de velocidad, con potencia alta, cuyo objetivo es recorrer la distancia en el

menor tiempo o lanzar un objeto lo mas lejos posible.

Como aspectos metabdlicos, se tienen en cuenta el consumo de oxigeno (VO,), que
permitiria calcular, dependiendo de su nivel, la intensidad del ejercicio realizado. La frecuencia
cardiaca (FC) viene definida como los latidos cardiacos por minuto necesarios durante el
ejercicio. También se analizan los equivalentes metabdlicos (METs) utilizados, siendo éstos el
VO, (mL/min) por kg de masa corporal en reposo. Otro criterio a tener en cuenta es la via
metabdlica de obtencién de energia, que es obtenida del ATP y es necesaria para la
contraccién muscular, al igual que para el resto de las funciones celulares. Segun la necesidad

o no de O,, se clasifican en vias aerdbicas o anaerdbicas.

El nivel de agotamiento fisico viene determinado segun la intensidad ejercida. De esta
forma, cuando ésta es mdaxima, el ejercicio se lleva hasta el agotamiento; mientras que si es

submaxima, no se alcanza ese nivel.

Por ultimo, segln su continuidad, un ejercicio es considerado agudo cuando se realiza
una sola vez, de forma puntual. Por otra parte, si se realiza de forma continua y prolongada a
lo largo de un periodo de tiempo, como es el caso de un entrenamiento, se le denomina

ejercicio crénico.

La practica del ejercicio fisico requiere que el organismo produzca una amplia serie de
respuestas. Independientemente de la clasificacion utilizada, todo ejercicio desarrolla unas

fases sucesivas: entrada, estabilizacién, fatiga y recuperacion.

Es el periodo comprendido desde el estado de reposo al de activacion. No todas las
funciones se activan al mismo tiempo. Es una fase donde predomina el metabolismo
anaerdbico, en la que se produce el llamado déficit de oxigeno (Fig. 8) porque las demandas de

0O, son mayores que su captacién y distribucidn.
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VO:

Fig. 8: Fases de consumo de oxigeno durante el ejercicio.

Modificada de Wilmore y Costill, 2004.

También llamado estado estable o steady state. En esta fase, el VO, y el gasto cardiaco
alcanzan una meseta, ya que aparece un equilibrio entre demanda y disponibilidad de oxigeno

y los sustratos energéticos en los tejidos activos, principalmente los musculos (Fig. 8).

Se produce debido a que la demanda de energia es mayor que su produccion. Esto, a
su vez, puede deberse a diferentes factores: deplecion de los sustratos energéticos,
insuficiencia de oxigeno en las células, poca eficiencia de las enzimas que catalizan estas
reacciones, problemas derivados del desgaste mecanico de las fibras, etc. Aparece sdlo en los
ejercicios maximos, ya que cuando es submaximo el ejercicio finaliza antes de que se alcance

esta fase.

Comienza una vez que el esfuerzo fisico ha concluido. Se produce un descenso de la
captacién de 0O,, de la FC, de la presién arterial (PA), etc., acercandose estos valores
progresivamente a los niveles de reposo. Se desarrolla en dos subfases: una rapida, que dura
aproximadamente un minuto, y otra lenta, de mayor duracién, en la que se llega hasta el

estado de reposo (Fig. 8).
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Durante el ejercicio se producen una serie de cambios en varios aparatos y sistemas. A

continuacién resefiamos los mas importantes:

El sistema cardiovascular es un circuito, formado por una bomba (corazén) que mueve
un fluido (sangre) a través de unos canales (vasos sanguineos). Al aumentar las necesidades
metabdlicas durante el ejercicio, este sistema de transporte debe adaptarse a los nuevos

requerimientos.

La FC constituye uno de los indicadores mds sencillos e informativos sobre la
adaptacion cardiaca al nivel de esfuerzo realizado. En reposo, para un individuo de edad
media, la FC normal se sitia entre 60 y 80 latidos por minuto (Ipm). Al comenzar una carga de
trabajo fisico, sobre todo si es de resistencia, la FC aumenta progresivamente en proporcién a
la intensidad del ejercicio hasta alcanzar una meseta. Si el esfuerzo fisico aumenta
nuevamente, la FC lo hace de manera andloga hasta estabilizar de nuevo una meseta. Cuando
el ejercicio se prolonga mucho o si la intensidad alcanzada es maxima, la FC aumentara hasta
llegar a un limite que no se puede sobrepasar, al que llamaremos FC maxima. En ejercicios de
fuerza este aumento es menor que en los de resistencia, ya que hay menos tiempo para que se
produzca la adaptacidn. La FC mdxima es un valor que se mantiene constante durante un largo
periodo de tiempo y sufre pocos cambios con la edad o el entrenamiento; por tanto, tomar
este valor como referencia es util a la hora de definir la intensidad de un ejercicio (Wilmore y

Costill, 2004).

En lo referente al entrenamiento, la FC en reposo desciende. Ademas, en personas
entrenadas que realizan ejercicios de tipo submaximo, se registran FC menores frente a un
mismo nivel de intensidad de esfuerzo, mientras que la FC maxima tiende a ser mas estable,
aunque puede disminuir levemente para optimizar el gasto cardiaco. Otra de las adaptaciones
es la que supone aminorar el tiempo de recuperacién tras el esfuerzo. De hecho, este
pardmetro puede utilizarse para determinar el grado de mejora en el rendimiento de un sujeto

que realiza un programa de entrenamiento.

Otra medida que define la efectividad del corazén es el volumen sanguineo que se
eyecta en cada latido, denominado como volumen sistélico de eyeccion (Vs). Al comenzar el

ejercicio, el Vs se eleva rapidamente hasta alcanzar el nivel del 40-60% de su capacidad
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maxima, a partir del cual se mantiene casi estable. En reposo, el Vs de eyeccién para una
persona no entrenada es de unos 70-80 mL, mientras que, mediante un entrenamiento de
resistencia, este volumen puede llegar hasta los 80-110 mL en reposo (Wilmore y Costill,
2004). El aumento del retorno venoso es uno de los factores que influye en el Vs, ya que al
llegar mds sangre al corazén y distenderse mas la pared ventricular, se provoca un aumento en

IH

la fuerza de eyeccién de la sangre, efecto conocido como el “mecanismo de Frank-Starling”.
Los incrementos combinados de la FC y del Vs durante el ejercicio fisico agudo implican una
elevacidn del gasto cardiaco, que es proporcional al nivel del esfuerzo desarrollado (Fig. 9). Asi,
este parametro, que en reposo es de unos 5-6 L, durante un esfuerzo maximo puede aumentar

hasta los 20-35 L.
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Fig. 9: Relacion entre gasto cardiaco (Q), volumen sistélico de eyeccion (Vs) (—) y frecuencia cardiaca
(FC) (- -) en latidos por minuto (Ipm). Adaptada de Guyton y Hall, 2006.

Como consecuencia del aumento del gasto cardiaco, la PA se eleva. En ejercicios de
resistencia, la PA sistdlica aumenta en proporcidn directa a la intensidad del ejercicio, siendo
posibles cifras de 240 — 250 mmHg en personas jovenes (Berne y cols., 2009). Esta adaptacion
ayuda a la sangre a circular mas rapidamente por las arterias y, por tanto, aumenta el flujo que
llega a los capilares, lo que mejora la irrigacion de los tejidos activos, a la vez que incrementa el
hematocrito por hemoconcentracién. Esta policitemia relativa, producida durante el ejercicio
fisico agudo, mejora el rendimiento del sistema de transporte de oxigeno en un momento en
el que el organismo demanda mayores requerimientos debido al alto consumo muscular. Por
el contrario, la PA diastélica apenas sufre cambios en ejercicios de resistencia. En ejercicios de
fuerza ambas presiones, sistélica y diastdlica, aumentan de forma considerable. En este tipo de

ejercicios, la PA puede alcanzar incluso valores que superen los 350-480 mmHg de sistdlica al
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acompafiarse de la maniobra de Valsalva (MacDougall y cols., 1985). Después de un programa
de entrenamiento, las personas hipertensas experimentan un descenso en los niveles basales

de PA, especialmente en la sistdlica (Wilmore y Costill, 2004).

El lecho vascular también se adapta redistribuyendo la sangre hacia los tejidos que
mas necesidades tienen, hecho que se produce gracias a una vasoconstriccién esplacnica y
renal, circulaciones con apenas actividad durante el ejercicio fisico, y una vasodilatacién a nivel
muscular. Por otra parte, algunos érganos, como el cerebro, deben mantener una irrigacion
constante. El aumento del metabolismo muscular durante el ejercicio conlleva efectos locales,
como un incremento de la acidosis, de la concentracién de CO, y de la temperatura, asi como
un descenso de la presidon parcial de O, (PO,). Esto contribuye a la regulacién del flujo
sanguineo muscular. Gracias a esta acidosis e hipertermia, la curva de saturacién de la
hemoglobina (Hb) se desplaza a la derecha, es decir, se facilita la liberacion del oxigeno ya que
éste se disocia de la Hb con mas facilidad (Guyton y Hall, 2006) (Fig. 10). En cambio, el
aumento de la velocidad de la circulacidon sanguinea durante la actividad fisica, combinado con
la accién de los radicales libres generados, produce una hemdlisis, lo que reduce la cantidad de
glébulos rojos disponibles para el transporte de oxigeno y determina la denominada anemia

del deportista (Wilmore y Costill, 2004).
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Fig. 10: Efecto del pH (A) y de la temperatura (B) en la curva de saturacion de la hemoglobina. Adaptada
de Wilmore y Costill, 2004.

El entrenamiento también produce una elevacion del volumen plasmatico,
posiblemente a causa de la accion de hormonas, como la aldosterona, o al aumento de las
proteinas plasmaticas, principalmente la albimina (Yang y cols., 1998). Esto, unido a la

disminucién de la agregacién plaquetaria que produce el entrenamiento, reduce la viscosidad
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sanguinea vy, asi, facilita la circulacion (Lippi y Maffulli, 2009). La hemodilucidn provocada por
el entrenamiento conlleva a requerir menores necesidades cardiocirculatorias durante el

reposo, con la consecuente disminucion del trabajo cardiaco y de las resistencias periféricas.

Finalmente, tras un entrenamiento de resistencia, el corazén aumenta su volumen,
peso y grosor de la pared ventricular. Esto se debe a que el miocardio se hipertrofia, al igual
que puede suceder con el musculo esquelético. Esta adaptacién se conoce como corazén del

deportista (Wilmore y Costill, 2004).

Durante el ejercicio agudo la ventilacion aumenta, reduciéndose la duracién de la
inspiracion y aumentando su profundidad. Para ello, la presidn intratordcica se negativiza
rapidamente gracias a la accidon de los musculos inspiratorios principales y accesorios. La fase
de espiracién también se acorta. Esta deja de ser un fenémeno pasivo debido a los elementos
eldsticos pulmonares, como sucede durante el reposo, y a que entran en accion los musculos
espiratorios. La frecuencia respiratoria aumenta de 12 ventilaciones por minuto (ciclos/min) en
reposo hasta 45-50 ciclos/min. Gracias a ello, el volumen de aire movilizado durante un
esfuerzo fisico agudo puede alcanzar los 120-200 L/min en personas entrenadas (Wilmore y
Costill, 2004). En reposo, la ventilacién se mantiene similar tanto en sujetos sedentarios como

entrenados.

Durante el ejercicio, los gradientes alveolo-capilares de los gases respiratorios
aumentan, lo que facilita la difusién de los gases respiratorios. A esto se suma un aumento en
el flujo sanguineo pulmonar, en especial en los vértices, las zonas peor perfundidas en reposo.
Como consecuencia, hay mas sangre en los capilares perialveolares para captar el O, (Wilmore

y Costill, 2004).

Un parametro de capital importancia en la valoracion funcional del deportista es el
VO,, que viene determinado por la ventilacidn y difusion pulmonar, el transporte de O,, y la
captacién de éste por las células. En reposo, se produce un ligero aumento del VO, en
deportistas muy entrenados, debido a la elevacidon de su metabolismo basal, y durante los
ejercicios submdximos apenas se aprecia alguna variacién. El VO, maximo (VO,max) es el
mayor nivel de VO, alcanzable al realizar esfuerzos fisicos de gran intensidad. Cuanto mayor
sea el esfuerzo realizado, el VO, aumentara mas, hasta alcanzar un limite a partir del cual,
aunque se produzca un incremento de la carga de trabajo, el VO, se estabilizarad o incluso se

reducird muy ligeramente. Este fendmeno, conocido como meseta del VO,, mejora con el
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entrenamiento de resistencia (Pollock, 1973), aunque se considera que su factor determinante

es el genético.

Las fibras musculares esqueléticas, al igual que la mayoria de las células del organismo,
pueden obtener la energia necesaria para su contraccion a partir de varias fuentes energéticas.
Tanto la cantidad de energia que necesite, como la rapidez en la demanda, definiran qué via
metabdlica utiliza el musculo preferentemente para conseguir el ATP. De esta manera, la
energia necesaria para desempefiar ejercicios de intensidad leve o moderada, o de larga
duracién, proviene fundamentalmente de la via aerébica; es decir, del metabolismo de los
hidratos de carbono y las grasas con la participacién del oxigeno. En general, se puede afirmar
que la energia necesaria para realizar actividades fisicas de larga duracién procede
principalmente de la oxidacion de glucosa en las mitocondrias, con una pequefia aportacion de
las reacciones anaerdbicas que tienen lugar en el citosol. Ante una demanda subita de energia,
es la via anaerdbica la que es utilizada rapidamente. Su principal limitacion es el bajo
rendimiento, ya que proporciona mucha menos energia, y genera productos de desecho que
alteran la fisiologia muscular, como el acido lactico o su base conjugada, el lactato, con cuya

medicidon podemos estimar el uso de esta via metabdlica.

Conseguir la energia exclusivamente a partir de un sistema energético es muy dificil
debido al solapamiento de todas las vias, aunque siempre predomina una sobre la otra (Lopez
Chicharro y Aznar Lain, 2004). Segun un planteamiento clasico, el sistema anaerdbico
glucolitico predominaba sobre el aerdbico hasta los 120 segundos de ejecucién del ejercicio,
momento en el que se producia la transicion a favor del aerdbico. Esto se debe a que la
activacion de la via aerdbica no es inmediata, sino que tarda ese tiempo en alcanzarse el nivel
de las exigencias energéticas. En los ultimos afios, este planteamiento se ha cuestionado, ya
que es a partir de los 60 segundos de ejercicio cuando la via aerdbica cobra un mayor

protagonismo que la via anaerdbica glucolitica (Yamamoto y Kanehisa, 1995).

En ejercicios de baja intensidad, el déficit de oxigeno es muy pequeiio, y la energia
necesaria se obtiene principalmente de la oxidacién de acidos grasos e hidratos de carbono
desde el principio. A medida que se incrementa la intensidad y, por tanto, la necesidad de
energia, la via anaerdbica va adquiriendo mayor relevancia, lo que conlleva a la elevacion del
lactato en la sangre. Si continuda creciendo la intensidad del ejercicio, llegara un momento en el
gue no se pueda consumir mas oxigeno, es decir, se habrd alcanzado el VO,max. El

denominado umbral anaerdbico refleja la incapacidad de aportar el suficiente oxigeno a las
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células activas para mantener la via aerdbica (Hill y cols., 1924). La intensidad del ejercicio
podra seguir aumentando hasta que la via metabdlica anaerdbica se agote, momento en el

que se alcanza la intensidad maxima de trabajo.

Gracias al aumento de la concentracion de acido lactico disminuye el pH local, lo que
provoca vasodilatacién, permite una mejor disociacion del O, de la Hb y, por tanto, puede
aprovecharse mejor el oxigeno transportado por los hematies. Pero si la acidosis es muy
marcada podria afectar a la actividad de las enzimas que catalizan las reacciones de
produccidn de energia. Para contrarrestarla, poseemos sistemas amortiguadores como el del
bicarbonato, un amortiguador biolégico muy relacionado con la ventilacién pulmonar. El
aparato respiratorio, a corto plazo, y el rifién, a largo plazo, son los principales érganos

reguladores del pH sanguineo (Guyton y Hall, 2006).

Con el entrenamiento se produce un aumento de la capacidad aerdbica, lo que
permite consumir mas oxigeno durante el ejercicio, aumentando asi la intensidad de trabajo
maximo que se puede realizar (Getchell y Moore, 1975; Orlander y cols., 1977; Hickson y cols.,
1982). En este sentido, el entrenamiento puede mejorar el VO,max en torno a un 15-20%

(Pollock, 1973).

Fue en los aflos 70 cuando, por primera vez, se propuso que el ejercicio producia un
incremento del estrés oxidativo al demostrarse aumentos de la LPO, tanto en humanos,
midiendo el pentano espirado después de realizar una cicloergometria (Dillard y cols., 1978),
como en ratas tras nadar hasta la extenuacion, analizando el aumento de sustancias reactivas
de acido tiobarbiturico (TBARS) (Brady y cols., 1979). En los 80, Davies y cols. (1982a)
describieron que en el musculo tenia lugar una sobreproduccién de EROs responsables de
estrés oxidativo durante la actividad fisica. Esta situacién confirmé la hipdtesis previamente
planteada de que la practica del ejercicio fisico era potencialmente dafiina para los musculos
(Boveris y Chance, 1973). Posteriormente, el objetivo de la investigacion sobre el estrés
oxidativo durante la actividad fisica se centrdé en conocer qué sustancias podian protegernos
de este dafio, por lo que comenzd a estudiarse el papel de los antioxidantes en la proteccion
de las organelas celulares (Davies y cols., 1982a; Quintanilha y cols., 1982). Asi, Jackson y cols.
(1983) comprobaron los beneficios de la vitamina E en la reduccién del dafio muscular causado
por el ejercicio fisico, y que la deplecién de ésta aumentaba la lesién de la membrana muscular

(Jackson y cols., 1985). Estos hallazgos obtenidos con vitamina E impulsaron otros estudios
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acerca del efecto de la suplementacion antioxidante con resultados similares (Kumar y cols.,

1992; Kanter y cols., 1993; Goldfarb y cols., 1994).

Hasta ese momento se utilizaron Unicamente técnicas para valorar los productos de la
peroxidacion lipidica (Dillard y cols., 1978; Brady y cols., 1979), aunque Davies, Jackson y sus
respectivos colaboradores emplearon también la espectroscopia de resonancia del spin
(Davies y cols., 1982a; Jackson y cols., 1985). De esta forma, demostraron la liberacion de 0,
por el musculo en contraccién (Reid y cols., 1992a y b y 1993), la generacién de eNO por el
musculo esquelético (Balon y Nadler, 1994; Kobzik y cols., 1994) y se detectd la formacién de

®OH en el musculo activo (Diaz y cols., 1994; O'Neill y cols., 1996).

La SOD es una enzima fundamental en la regulacion del estado redox de la célula. El
efecto del ejercicio en su actividad fue investigado en la década de los 80 (Jenkins y cols., 1984;
Higuchi y cols., 1985; Kanter y cols., 1985; Alessio y Goldfarb, 1988). Su capacidad de
adaptacion al ejercicio, tanto agudo como crdénico, sobre todo en las fases iniciales de la
recuperacion, se ha descrito a nivel del corazdn, aparato respiratorio y musculo esquelético (Ji
y cols., 1988; Hammeren y cols., 1992; Ji y cols., 1992; Criswell y cols., 1993; Ji, 1993; Powers y
cols., 1993, 1994a y b; Tian y cols., 2010).

También se ha estudiado la funcién antioxidante del glutatién durante el ejercicio. Sus
niveles se modificaron durante la actividad fisica, lo que cambié el estado redox de la célula
tras un entrenamiento de resistencia (Sen y cols., 1992 y 1994). Ademas, se ha observado que
la suplementacién con antioxidantes previene la oxidacién del glutation sanguineo (Sastre y

cols., 1992).

Mas recientemente se ha valorado la funcién de las EROs producidas en la contraccion
muscular y como el estado redox de la célula es capaz de modular los procesos de sefalizacion
celular (Sen, 2001). Gracias a estas aportaciones, se ha abierto un prometedor campo de
investigacion que tiene por objeto comprobar los cambios en los marcadores de estrés
oxidativo y su prevencién, ademds de entender el funcionamiento redox de la célula muscular

durante el ejercicio.

Tras exponer las principales fuentes de radicales libres, en una situacién en la que se
producen cambios tan importantes, como es el caso del ejercicio fisico, cabe resefiar los

procesos que mas influyen en la generacion de especies reactivas. Ya en un primer estudio
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realizado por Dillard y cols. (1978) se asumid que el musculo es el principal origen de radicales
libres durante el ejercicio fisico, aunque otros tejidos como el cardiaco, el pulmonar o incluso
los leucocitos que infiltran el tejido muscular dafiado por el esfuerzo también pueden

contribuir significativamente a la produccién de EROs.

Varias investigaciones realizadas se han centrado en el andlisis de los marcadores de
oxidacion en sangre periférica, sin tener en cuenta el tipo de ejercicio realizado, obteniéndose,
por tanto, resultados contradictorios dificiles de explicar. Se han descrito aumentos de la LPO
(Davies y cols., 1982a; Ji y Fu, 1992; Li y cols., 1999; Alessio y cols., 2000; Childs y cols., 2001;
Baker y cols., 2004), de la carbonilacidon proteica (Lamprecht y cols., 2008), dafio al ADN
(Selman vy cols., 2002) o de la rigidez en la membranas celulares (Brzeszczynska y cols., 2008,
Berzosa y cols., 2011a). Algunos autores también sugieren que estos incrementos en la
produccidon de EROs son debidos a los cambios metabdlicos comunes en todos los programas
de ejercicio, como por ejemplo, la liberacién de catecolaminas y su autooxidacién (Cooper y
cols., 2002). Otra posibilidad planteada es que el proceso inflamatorio que sufre la fibra
muscular tras el ejercicio, con invasién por macrofagos y otras células fagociticas, sea el
responsable de la sobreproduccion de radicales libres. Este proceso es esencial para la
regeneracion muscular y conlleva una liberacion de EROs por parte de estas células, que
incluso puede dafiar el tejido muscular no lesionado inicialmente por el ejercicio (Zerba y cols.,

1990; Butterfield y cols., 2006).

Los mecanismos de produccién enddgena de radicales libres en el musculo se localizan
en varios lugares, siendo las EROs primarias el @0, y el ®NO (Jackson, 2005). Sin duda, una de
la fuentes es la mitocondria (Fig. 11), que genera principalmente 0, en la cadena de
transporte de electrones. Al contrario de la corriente de pensamiento tradicional,
recientemente se ha propuesto que ésta no es la principal fuente de radicales libres durante el
ejercicio. La mitocondria en estado basal o estado 4 transforma entre un 2% y un 5% del
oxigeno que consume en o0,, mientras que en su estado mas activo (estado 3), estimulado
por la cantidad de ADP, transforma en radical superéxido sélo un 0,1% (St-Pierre y cols., 2002).
Esto es importante porque, durante el ejercicio, las mitocondrias de los musculos activos se

encuentran en este ultimo estado, lo que limita considerablemente su produccién de EROs.
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Fig. 11: Principales fuentes de radicales libres y produccion de EROs durante el gjercicio.

La produccién de radicales libres depende también del tipo de fibra muscular. Las
fibras de contraccion lenta, o de tipo |, producen de dos a tres veces menos H,0, que las de
contraccion rapida, o de tipo I, sin diferencias entre las actividades de la GPx mitocondrial

(Anderson y Neufer, 2006).

Ademds de la mitocondria, se generan EROs en otras localizaciones de la fibra
muscular donde. En el reticulo sarcoplasmatico y en los tubulos transversos, éstos se producen
mediante la via enzimatica de la NADPH oxidasa (Xia y cols., 2003). Su actividad se ve
incrementada con el inicio de la despolarizacion en el proceso del acoplamiento de excitacién-
contraccion (Espinosa y cols., 2006; Hidalgo y cols., 2006). EI @0, generado influye en la
liberacién de Ca®*" (Cherednichenko y cols., 2004), lo que puede influir en la contraccién
muscular. La reaccion catalizada por la NADPH oxidasa también se da en la membrana
plasmatica de las células musculares, que poseen sistemas redox de intercambio de
electrones, lo que repercute en la liberacion de radicales libres al espacio extracelular

(Javesghani vy cols., 2002).

Otra oxidasa involucrada en la generacidon de las EROs en el ejercicio es la xantina

oxidasa. En los periodos de hipoxia, isquemia u otras situaciones de déficit energético,
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fendmenos que se dan durante la realizacién del ejercicio fisico, aumenta la produccién de
radicales libres por esta via. Asi, administrando inhibidores de esta enzima, como el alopurinol
o el oxipurinol, disminuyeron los niveles de produccion de radicales libres durante el ejercicio

(Heunks y cols., 2001; Gomez-Cabrera y cols., 2003).

A nivel de la membrana celular actia también la fosfolipasa A,, que separa los
fosfolipidos de la membrana para liberar acido araquiddnico, un sustrato para la lipooxigenasa.
Durante su catalisis genera radicales libres (Zuo y cols., 2004). La activacion de la fosfolipasa A,
estimula la NADPH oxidasa y, a través de ésta, estimula la produccion de EROs citosdlicos

(Gong y cols., 2006) y mitocondriales (Nethery y cols., 2000; Zuo y cols., 2004).

En el musculo, se genera continuamente ®NO, sobre todo durante la contraccion
muscular (Balon y Nadler, 1994; Kobzik y cols., 1994). El musculo esquelético en reposo
expresa las isoformas de la NOS neuronal y endotelial. Al principio, se creyd que la primera se
expresaba especialmente en las fibras de tipo Il y la segunda en la mitocondria (Kobzik y cols.,
1995). Contrariamente a esto, se ha demostrado que la isoforma mitocondrial es una variacion
de la neuronal (Elfering y cols., 2002). La isoforma inducible de la NOS también es expresada
por el musculo en periodos de inflamacién como los que aparecen tras un ejercicio intenso; sin
embargo, la fuente principal de radicales libres es la neuronal (Tidball y cols., 1998; Hirschfield

y cols., 2000).

Las fuentes diferentes a las musculares generan alteraciones en el estado redox,
causadas principalmente por los fagocitos. Los macréfagos invaden el area muscular dafiada
(McArdle y cols., 2004), proceso esencial para la reparacion celular, aunque puede llegar a
danar el musculo aun sano por aumento de la producciéon de EROs (Malech y Gallin, 1987;
Zerba y cols., 1990). Ademas, la autooxidacion de las catecolaminas y la liberacién de hierro
procedente de la Hb o la ferritina podrian ampliar las respuestas inflamatorias y, por ende, el

estrés oxidativo (Chevion y cols., 2003).

Cabe puntualizar que no se debe hacer una generalizacién, dado que cada tipo de
ejercicio, definido por sus variables de intensidad, duraciéon y tipo de trabajo, promueve
distintas respuestas y adaptaciones metabdlicas y, por tanto, se produce dafio de gravedad
variable. Los ejercicios anaerdbicos de intensidad elevada son los que ocasionan una mayor
produccidn de radicales libres. Por ejemplo, los supramaximos realizados durante las series de
sprints o multisaltos, asi como los ejercicios en los que predominan las contracciones
excéntricas, ya que provocan una gran respuesta inflamatoria. Por otro lado, durante el

ejercicio de baja intensidad, inferior al 50% del VO,max, la produccién de radicales libres es
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muy reducida. Dicho resultado puede responder a que el ejercicio aerdbico estimula el
aumento de antioxidantes intracelulares, asi como la capacidad enzimatica antioxidante,
especialmente en las células inmunitarias, reduciendo la vulnerabilidad de los individuos frente

al estrés oxidativo (Vasankariy cols., 1997; Dawson y cols., 2002).

Aunque los radicales libres son productos toxicos originados durante el metabolismo
celular, existen evidencias que sugieren que pueden ser necesarios para un adecuado
desarrollo de la funcidn celular (Aslan y Ozben, 2003; Chiarugi y cols., 2003; Nathan, 2003).
Estos radicales libres contribuyen a la regulacion del crecimiento celular y de respuestas
adaptativas al poder actuar como moléculas sefializadoras. Por ejemplo, la transduccion
inducida por el factor de crecimiento, derivado de las plaquetas y la transcripcion génica
inducida por citoquinas, se inhibe al eliminar radicales libres, tanto por antioxidantes quimicos

como enzimaticos (Dalle-Donne y cols., 2001).

Ademas, los radicales libres pueden actuar como segundos mensajeros. Asi, todos ellos
activan una forma citoplasmatica del factor de transcripcion NF-kB al eliminar una subunidad
proteica inhibidora, IkB. Este factor de transcripcidon regula una gran variedad de genes
relacionados con la inmunidad, la inflamacién y el cancer. La activacién del NF-kB se inhibe por
agentes que eliminan moléculas oxidantes, y puede recuperarse mediante una exposicién a un
estrés oxidativo débil. Por tanto, una situacion que genere estrés oxidativo, como la que
posiblemente tiene lugar durante el ejercicio fisico, aumenta la actividad NF-kB, a través de la
activacion de las quinasas de proteinas activadas por mitdgenos, y facilita la respuesta

regenerativa post-ejercicio (Kramer y Goodyear, 2007).

Desde los afios 90, varios estudios apuntan que una pequeia cantidad de EROs, como
el H,0,, desempeia un papel crucial como segundo mensajero en la transduccién de la seial
para la activacion, diferenciacion y proliferacién celular (Schreck y cols., 1992). Por tanto, la
induccion o inhibicion de la proliferacién celular parece depender de la relacidn
oxidantes/antioxidantes dentro de la célula. Un ambiente reducido estimula la proliferacion;
sin embargo, uno mas oxidado inducen apoptosis o necrosis celular. En lineas generales, un
estimulo oxidante puede actuar como mensajero para la proliferacién celular, mientras que si

éste es muy intenso puede inducir lo contrario: apoptosis o necrosis celular (Fig. 12).

54



Introduccion

EFECTOS DE LOS RADICALES LIBRES

Dafio oxidativo

Sefializacion celular

Aumento de la oxidacion

Nivel oxidativo basal

Fig. 12: Efectos de los radicales libres en la célula. Adaptado de Powers y Jackson, 2008.

Esta demostrado que bajos niveles de EROs son necesarios unos para una produccion
de fuerza muscular normal (Reid, 2001; Supinski y Callahan, 2007). De hecho, si se alcanza una
deplecién total de radicales libres en el musculo, mediante el uso de antioxidantes, puede
comprometerse la produccion de la fuerza maxima (Reid y cols., 1993; Coombes y cols., 2002).
Por otra parte, un incremento grande de radicales libres en el musculo contribuye a la fatiga
muscular durante el ejercicio. La gran mayoria de los estudios concuerdan en que la accion de
los antioxidantes retrasa la aparicion de la fatiga muscular durante los ejercicios submaximos
(Barclay y Hansel, 1991; Anzueto y cols., 1992; Reid y cols., 1992a; Khawli y Reid, 1994;
Moopanar y Allen, 2005; Supinski y Callahan, 2007), aunque este efecto no se produce si el
ejercicio es maximo (Reid y cols., 1992a; Matuszczak y cols., 2005). Debido a esto se discute si
la suplementacion con una dosis alta de antioxidantes mejora el rendimiento en ejercicios de
resistencia, con defensores (Funes y cols., 2010) y detractores (Avery y cols., 2003; Bryant y

cols., 2003; Powers y cols., 2004; Gaeini y cols., 2006) de esta hipodtesis.

El mecanismo que explicaria las diferentes respuestas celulares frente a un mismo
estimulo es la respuesta adaptativa, por la cual la exposicién a un mismo agente toéxico, en
concentraciones subletales, provocaria una respuesta celular protectora, a diferencia de los
efectos adversos producidos por él mismo, a concentraciones letales. En este sentido, se ha
comprobado que la exposicidn a bajos niveles de radiacién o a oxigeno hiperbarico aumentan

las defensas antioxidantes (Garcia Morales, 2007).
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Justificacion

Es bien sabido que el ejercicio fisico regular constituye una actividad preventiva y
saludable al reducir el riesgo de aparicion de la diabetes, el cancer y las enfermedades
cardiovasculares, entre otros (Blair y cols.,, 2001). No obstante, en las ultimas décadas,
numerosos trabajos de investigacion han demostrado que la realizacion del ejercicio fisico
puede exacerbar el estrés oxidativo (Powers y Jackson, 2008). Para la ejecucidon de una
actividad fisica se requiere la contraccién de los musculos esqueléticos implicados, con el
consiguiente aumento del VO, respecto al reposo, hecho que conlleva indefectiblemente a una
sobreproduccion de radicales libres. Por tanto, cabe esperar que el ejercicio intenso vy
prolongado dafie los componentes celulares por oxidacién (Davies y cols., 1982a; Duthie y

cols., 1990; Radak y cols., 2001).

La estructura de la membrana celular, constituida por proteinas y lipidos dispuestos en
forma de bicapa, es dinamica, ya que sus moléculas se mueven en las dos direcciones de su
superficie. Gracias a esta propiedad se modulan numerosas funciones esenciales para la
homeostasis celular (Singer y Nicolson, 1972; Stubbs y Smith, 1984; Baenziger y cols., 2000).
Pequefias modificaciones en la composicion lipidica de la bicapa alteran sus niveles de fluidez.
Por este motivo, la medicidon de la fluidez de la membrana es un indicador del estado de su

funcién (Liy cols., 1999).

Cuando se produce estrés oxidativo, los radicales libres, al reaccionar con los
fosfolipidos y proteinas de la membrana, pueden producir alteraciones como
desestructuracion, inhibicién de los canales idnicos y disfuncién de los receptores de
membrana. A esta situacidn oxidativa a la que todo organismo aerdbico se encuentra
expuesto, en mayor o menor grado de forma irremediable, se le afiade la que induce la
actividad fisica, produciendo un aumento en el consumo del oxigeno en la mitocondria. Esta
organela desempefa un papel clave en el metabolismo celular, y es considerada como la
principal fuente de radicales libres durante la respiracién aerdbica. Una alteracidon en su
funcionamiento puede derivar en la formacidn de EROs, lo que puede agravar el dafio

oxidativo producido durante el ejercicio fisico (Matsugo y cols., 2000).

Teniendo en cuenta estos hechos, es presumible que las diferencias de la lesidon
oxidativa generada dependan, por un lado, de las caracteristicas del ejercicio fisico
desarrollado per se, es decir, de su tipo, intensidad y duracién; y, por otro lado, del tejido o
muestra bioldgica sobre el que se realiza el estudio (Nikolaidis y cols., 2008). Es llamativo el
escaso numero de trabajos cientificos que analizan los efectos del ejercicio fisico en la fluidez
de las membranas bioldgicas. Por otra parte, sus resultados son contradictorios cuando

estudian la fluidez, asi como otros indicadores de lesion oxidativa celular.
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En consecuencia, se decidié disefiar un estudio que englobara los principales
parametros empleados para la valoracion del dafio mediado por radicales libres, utilizando una
prueba progresiva de esfuerzo agudo hasta la extenuacién y un protocolo de entrenamiento
submaximo con tres periodos de duracidn: 1, 4 y 12 semanas. Para este fin, se utiliz6 como
ergdmetro un tapiz rodante motorizado con intensidad controlada, por ser éste la
instrumentaciéon mas empleada en este tipo de estudios y, ademas, por haberse obtenido los

efectos del entrenamiento mas consistentes (Wislgff y cols., 2001).

En este trabajo se analizaron membranas aisladas y homogeneizados obtenidos a
partir de musculo esquelético y cardiaco, higado y cerebro de ratas Sprague-Dawley. Los
musculos esquelético y cardiaco, en el contexto del ejercicio fisico, desempefian un papel
fundamental, ya que sus mitocondrias son la fuente predominante en la generacion de EROs
(Powers y Jackson, 2008). El higado es uno de los drganos principales en el metabolismo de los
glucidos, lipidos y proteinas, asi como un reservorio de vitaminas y metales (Guyton y Hall,
2006). Finalmente, el cerebro, por su extrema vulnerabilidad a las EROs, puesto que consume
el 20% del O, total en el organismo, contiene altas concentraciones de acidos grasos
poliinsaturados susceptibles a la LPO y, en comparacion con otros tejidos, tiene una actividad
enzimatica antioxidante deficiente (André y cols., 2006; Halliwell, 2006). En cada uno de estos
tejidos realizaremos tres determinaciones analiticas: fluidez de membrana, cuantificaciéon de
malonildialdehido y 4-hidroxialquenales (MDA + 4-HDA) y valoracién de los restos carbonilos

proteicos.
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Primero:

Segundo:

Tercero:

Cuarto:

Quinto:

Objetivos

Describir los efectos del ejercicio fisico, tanto agudo como de entrenamiento, sobre
la fluidez de las membranas celulares y mitocondriales aisladas a partir de musculo
esquelético, cardiaco, higado y cerebro de la rata, distribuidas en los grupos

control, ejercicio agudo y entrenamiento de 1, 4 y 12 semanas de duracion.

Analizar en los tejidos mencionados en el objetivo anterior las concentraciones de
malonildialdehido y 4-hidroxialquenales, como indicadores de la lesidon oxidativa

producida en los lipidos, en los grupos citados.

Determinar el grado de carbonilacion proteica, un indicador de lesion oxidativa
mediada por radicales libres en las proteinas tisulares, en todos los tejidos y grupos

de ejercicio estudiados.

Analizar la influencia de la lesidn oxidativa a lipidos y proteinas sobre los dafios que
se originen en la fluidez de las membranas celulares y mitocondriales, en todos los

tejidos estudiados de los grupos de reposo y ejercicio.

Comparar las diferencias existentes en cuanto a los resultados de fluidez y de dafio
oxidativo lipidico y proteico, en funcién del tipo de protocolo ergométrico

realizado: ejercicio agudo y entrenamientos de diferente duracién.
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First:

Second:

Third:

Fourth:

Fifth:

Aims

To describe physical exercise effects, as acute as training, on cell and mitochondrial
membrane fluidity, isolated from tissues: skeletal and cardiac muscles, liver and

brain, in control, acute exercise, and 1, 4 and 12 weeks training groups.

To analyze on first aim tissues the malondialdehyde and 4-hydroxyalkenals
concentrations, as lipid peroxidation index, in the experimental groups above

mentioned.

To determine the protein carbonylation level, a free radical-mediated oxidative injury

marker on proteins, in all tissues and exercise groups.

To analyze lipid and protein oxidative injury influence on cell and mitochondrial

membranes fluidity in every tissues of each group.

To compare the existing differences as regards fluidity and lipid and protein oxidative
damage results, according to the kind of the ergometric protocol: acute exercise and

trainings of different duration.
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Material y métodos

4.1. ANIMALES

Se adquirieron 50 ratas macho de la raza Sprague-Dawley en Harlan-Ibérica (Barcelona,
Espafia), con un peso medio de 342 + 23 g. En este trabajo sdlo se incluyeron ratas machos
para evitar cualquier distorsiéon en la respuesta al ejercicio mediada por el ciclo ovarico. Los
animales se estabularon en las instalaciones del Servicio de Apoyo a la Experimentacion Animal
de la Universidad de Zaragoza, permaneciendo 2 ratas en cada jaula, con la temperatura
ambiental regulada automaticamente a 22 + 1 °C y bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12:12
horas, iniciando la fase oscura a las 08:00 h y la fase de luz a las 20:00 h, con el fin de simular
un horario de actividad maxima. Tuvieron disponibilidad de agua y alimentacién ad libitum

(dieta de mantenimiento para roedores, Harlan-lbérica, tipo RMM).

Todas las manipulaciones animales y el procedimiento experimental se realizaron por
las mafianas en una habitacién termorregulada aislada, preparada para simular una situacion
de oscuridad utilizando luz roja y cubriendo las entradas de luz natural (Fig. 13). Para efectuar
el transporte entre las habitaciones de alojamiento y de experimentacién, las jaulas fueron
introducidas en compartimentos opacos para evitar la exposicion a la luz ambiental. Todos los
experimentos se realizaron cumpliendo estrictamente la normativa vigente europea (Directiva
86/609/CEE), espafiola (Real Decreto 1201/2005) y autondmica (Ley 11/2003). El protocolo de

trabajo fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad de Zaragoza (ref. PI47/08).

Fig. 13: Equipo ergométrico empleado en la habitacion habilitada para los protocolos de egjercicio, en

situacion de luz natural (izquierda) y simulando la situacion de oscuridad con el uso de luz roja (derecha).
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4.2. MATERIALES

4.2.1. Material de laboratorio

El trabajo experimental se realizd6 en los laboratorios del grupo de investigacion

consolidado del Gobierno de Aragdn “Fisiologia del envejecimiento y del estrés oxidativo

(B40)”, situados en el Area de Fisiologia del Departamento de Farmacologia y Fisiologia, en la

Facultad de Medicina de la Universidad de Zaragoza. Estan equipados, entre otros, con el

siguiente utillaje empleado en el transcurso de esta investigacién:
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Agitadores: vértex Velp Scientifica® zx® y vortex Heildolph® REAX 2000.
Balanzas de precision Cobos® CBH-300! y A-220 CB.
Bafio termostatizado con agitacion Bunsen® BTG-1.

2 centrifugas Beckman® Avanti 30™, refrigeradas y equipadas con dos rotores: F1010

para 10 tubos de 10 mL, y F3602 para 36 tubos Eppendorf de 1,5y 2 mL.

Espectrofotémetro Beckman-Coulter® DU80O, con dos tipos de cubetas: desechables
de plastico para medir en el rango visible, y de cuarzo para medir en el rango

ultravioleta (UV).

Espectroscopio de fluorescencia Perkin-Elmer® LS-55, equipado con un accesorio de
polarizacidon con cubetas de cuarzo y un accesorio de microagitacién de la muestra
presente en la cubeta. Este aparato va acompafiado de un bafo recirculante Selecta®

Frigiterm.

Homogeneizador de teflén acoplado a un rotor Heidolph® RZR 2020.
Homogeneizador Ultra-Turrax Janke & Kunkel® T25.

pHmetro Crison® micro pH 2001, equipado con sonda de temperatura.

Pipetas de precision, dos juegos: Gilson® (P-20, P-200, P-1000 y P-5000) y Eppendorf®
(0,5-10, 10-100 y 100-1000 L).

Pipeta multidispensadora BibbyStep® con puntas Eppendorf® de 2,5,5y 50 mL.
Sistemas de agua de Millipore®: destilada MilliRX y ultrapura MilliQ.

Frigorifico con nevera (4 °C) y congelador (-20 °C) Liebherr® Premium.
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—  Ultracongelador (-80 °C) Sanyo® MDF-U5386S.
— Maquina automatica pica-hielo Bar Line®.
— Guillotina para sacrificio de las ratas.

— Material quirdrgico diverso para la extraccion de tejidos: guantes, bisturi, tijeras,

pinzas.

— Otros materiales de tipo fungible, suero fisiolégico, viales, papel de filtro, etc.

4.2.2. Reactivos quimicos

Los reactivos quimicos utilizados fueron de la mayor pureza disponible, y se
conservaron segln las condiciones déptimas indicadas por el comerciante. A continuacion,
aparecen clasificados con relacién al método en el que se utilizaron, indicando los fabricantes

donde se adquirieron y el nimero de catalogo.

Preparacion tisular:

— Panreac”®: suero fisioldgico, salino al 0,9% (NaCl, ref. 121659).

—  Sigma-Aldrich®: &cido 4-(2-hidroxietil)-piperazina-1-etanosulfénico (HEPES, ref. H-
3375); tris(hidroximetil)aminometano (TRIS, ref. T-1503).

Valoracion de la fluidez de membrana:

— Molecular Probes®: 1-(4-trimetilamoniofenil)-6-fenil-1,3,5-hexatrieno-p-tolueno

sulfonato (TMA-DPH, ref. T-204).

- Sigma-AIdrich®: tetrahidrofurano (THF, ref. 27038-5).

Cuantificacion de la peroxidacion lipidica:

—  Panreac®: acetonitrilo (ref. 221831); acido clorhidrico (HCI, ref. 131020); metanol (ref.
131091).

— Sigma—AIdrich®: acido metanosulfonico (ref. 47135-6); 1-metil-2-fenilindol (ref. M-

1164); 1,1,3,3-tetrametoxipropano (ref. T-1642); TRIS (ref. T-1503).
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Cuantificacion de los restos carbonilo:

—  Panreac®: etanol (ref. 131086).

- Sigma—AIdrich®: 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH, ref. D-2630); acido tricloroacético
(TCA, ref. T9159-500G); guanidina (ref. 17725-3); acetato de etilo (ref. 270520).

Determinacioén de la concentracioén de proteinas:

—  Bio-Rad®: reactivo de Bradford (ref. 500-0006).

—  Sigma-Aldrich®: albtimina sérica bovina (BSA, ref. A-7848); TRIS (ref. T-1503).

El NaCl, la BSA, la guanidina, la DNPH, el TCA y el TRIS se disolvieron en agua ultrapura
obtenida con el sistema MilliQ. Estas disoluciones se prepararon semanalmente, siendo
almacenadas en botellas de vidrio color &mbar en una nevera a 4 °C, excepto la DNPH, que se
almacené a temperatura ambiente y en oscuridad. El 1-metil-2-fenilindol se disolvid en

acetonitrilo y se mantuvo en nevera a 4 °C.

El 1,1,3,3-tetrametoxipropano se disolvié en tampdn TRIS 0,02 M (pH 7,4). El TMA-DPH
fue disuelto en una dilucidn de THF y agua ultrapura 1:1, v/v. Ambos reactivos se prepararon el

mismo dia del experimento, justo antes de ser utilizados.
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4.3. DISENO EXPERIMENTAL

4.3.1. Grupos de estudio

Se establecieron cinco grupos de trabajo (n = 10 ratas/grupo): control (grupo 1),
ejercicio agudo (grupo 2) y tres grupos de entrenamiento, de 1, 4 y 12 semanas (grupos 3, 4y

5, respectivamente), siendo aleatoria la distribucion de los animales en los 5 grupos.

Todas las ratas, exceptuando las del grupo control, realizaron una ergometria de tipo
maximo. El objetivo de esta prueba fue doble: por una parte, constituir el test ergométrico de
esfuerzo fisico agudo realizado por el grupo 2; y por otra, permitir valorar la capacidad fisica en
los grupos de entrenamiento (3-5), en los que Unicamente vario la duracién del mismo (1, 4 6
12 semanas). El calculo de la capacidad fisica de estos animales fue un requisito esencial para
poder precisar la carga de trabajo que desarrollaria cada animal en las sesiones de

entrenamiento.

4.3.2. Equipo ergomeétrico

Para los estudios de esfuerzo agudo, se utilizd un tapiz rodante para rata de una sola
calle (Panlab®), con una rejilla electrificada en su parte posterior. Este estd adaptado para
poder realizar mediciones metabdlicas mediante el Oxylet system (Panlab®), el cual consta de:
una unidad de control del flujo aéreo (LE 400-4FL, Panlab®), para garantizar un flujo constante
de aire dentro de la cdmara metabdlica; un analizador de gases (LE 405, PanIab®); y un
ordenador tipo PC, con el cual, mediante el paquete informdtico Metabolism 2.0 (Panlab®), se
pudo calcular el VO,, produccion de anhidrido carbdnico y el cociente respiratorio (Fig. 14). Los

entrenamientos se realizaron en un tapiz rodante para rata de cinco calles (Panlab®) (Fig. 15).
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Fig. 14: El equipo instrumental ergométrico utilizado en las pruebas de esfuerzo agudo consta de: A,
tapiz rodante para rata de 1 calle adaptado con cdmara metabdlica; B, unidad de control del flujo aéreo
(LE 400-4FL); C, analizador de gases (LE 405); D, ordenador PC. E, imagen tomada del software

Metabolism 2.0 durante una ergometria.
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Fig. 15: Ergémetro para rata de cinco calles utilizado para los entrenamientos de los animales (A).

Obsérvese a mas detalle las cinco calles ocupadas por las ratas (B) y la rejilla, situada en la parte inferior
de la imagen, que suministra una minima descarga eléctrica controlada, suficiente para evitar que el

animal se quede quieto durante el desarrollo de la prueba.

4.3.3. Prueba de esfuerzo maximo (Protocolo

ergomeétrico de ejercicio agudo)

Durante la semana anterior a esta prueba ergométrica, los animales fueron sometidos
a un protocolo de adaptacién al tapiz durante 5 dias, a razdén de 1 h/dia. De esta forma, las
ratas se desplazaron dentro del tapiz de entrenamiento, a velocidad constante sin desarrollar
un ritmo de carrera (0,10-0,12 m/s). Todas las ergometrias se realizaron entre las 10 y las 12 h

de la mafiana.

La prueba ergométrica de ejercicio agudo se inicié con una velocidad de 0,15 m/s y una
inclinacion del tapiz de 10°, y se fue incrementando en 0,03 m/s cada 3 minutos (Wislgff y
cols., 2001) (Fig. 16). El criterio de maximalidad que sefald el final de la ergometria fue la
aparicién de fatiga evidente en las ratas, atendiendo a su incapacidad para correr sobre el
tapiz rodante a pesar del estimulo eléctrico (Caillaud y cols., 1999). Para éste, se utilizé 0,2 mA
como intensidad inicial (la minima permitida por el equipo ergométrico) y 0,4 mA como

maxima al finalizar la prueba.
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Fig. 16: Protocolo de la prueba de esfuerzo maxima, adaptado de Wislaff y cols., 2001.

4.3.4. Programas de entrenamiento

Se realizé en el tapiz rodante de cinco calles con rejilla de estimulacion eléctrica y sin
adaptacion para realizar medicion metabdlica. La duracion del entrenamiento fue de 1, 4y 12
semanas (grupos 3-5), con lo que fue necesario distribuir a las ratas en dos subgrupos de 5
animales atendiendo a un criterio de similitud de su capacidad fisica, calculada previamente en
la ergometria de tipo mdximo, es decir, un subgrupo con las cinco ratas con mayor

rendimiento y otro con las de menor.

Cada semana, las ratas realizaron 4 sesiones de ejercicio, lunes, martes, jueves y
viernes, de 60 minutos de duracién. En éstas, el ejercicio consistié en una carrera en el tapiz en
la que se alternaron dos fases de diferente intensidad, durante seis ciclos consecutivos. En la
primera fase, la velocidad del tapiz fue del 35% de la alcanzada cuando el VO, de la rata fue
maximo, y su duracién fue de 2 minutos. A continuacidn, en la segunda, la velocidad de la cinta
aumenté hasta el 80% de la mdxima y se mantuvo durante 8 minutos (Fig. 18). La inclinacidn
del tapiz durante todo el entrenamiento fue de 10°. Todos los entrenamientos se realizaron

entre las 10 y 14 horas.
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Fig. 17: Planificacion del entrenamiento para los grupos de ratas 3, 4 y 5 (entrenamiento de 1, 4y 12
semanas, respectivamente). Se detalla el protocolo de una sesion diaria de entrenamiento de 60 minutos
de duracion, alternando 6 ciclos de 2 minutos al 35% de la velocidad méxima alcanzada en la ergometria

aguda y 8 minutos al 80%.

El grupo 5, que entrend durante 12 semanas, realizé una segunda ergometria aguda a
mitad del periodo de entrenamiento, teniendo en cuenta el periodo prolongado de
entrenamiento y la consecuente habituacion de las ratas, para modificar ligeramente las

cargas de trabajo inicialmente calculadas.
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4.3.5. Procesamiento de muestras

Para evitar la posible influencia del ritmo circadiano sobre la realizacidn de la actividad
fisica y el estrés oxidativo, todas las extracciones tisulares se realizaron entre las 10y las 12 h
de la mafiana. Las ratas del grupo agudo se sacrificaron inmediatamente después de realizar la
ergometria, mientras que las entrenadas el dia siguiente del Ultimo entrenamiento, para evitar
el efecto del ejercicio agudo de la ultima sesién. Se utilizé la decapitacion como método de
sacrificio. Los tejidos extraidos de cada rata fueron musculo esquelético, corazén, higado y
cerebro. El musculo esquelético se obtuvo del cuadriceps femoral de las extremidades
posteriores. Corazén e higado se extrajeron tras toracotomia en U y laparotomia media,
respectivamente. El cerebro se extrajo por apertura de la cavidad craneal a través de la calota.
Todas las muestras tisulares fueron lavadas con suero fisiolégico a 4 °C. Los tejidos se secaron
en papel de filtro para eliminar el suero de lavado y a continuacién se almacenaron a -80 °C

hasta el dia del andlisis.
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4.4. METODOS ANALITICOS

4.4.1. Aislamiento de membranas

Previamente a la determinacién de la fluidez, fue necesario proceder al aislamiento de
las membranas celulares y mitocondriales. Para ello, en musculo esquelético y cardiaco y en
tejido hepatico se utilizé la metodologia descrita por Graham (1997) con ligeras
modificaciones. En el cerebro, las membranas celulares y mitocondriales se aislaron segun el
protocolo descrito en Millan-Plano y cols. (2003). Todos estos métodos se fundamentan en

centrifugaciones sucesivas a distintas velocidades y tiempos.

4.4.1.1. Tejido muscular e higado

Tras pesar los tejidos, éstos fueron troceados con un bisturi sobre una placa de Petri
situada en hielo y a continuacién se introdujeron en un homogeneizador de vidrio con teflén
acoplado a un rotor Heidolph® RZR 2020 con tampén HEPES 0,02 M — KCl 0,14 M (pH 7,4) y se

homogeneizaron a 1650 rpm. Todo este proceso se realizo en frio.

El homogeneizado tisular se centrifugd a 1000 xg durante 10 min a 4 °C para eliminar
los restos de tejido sdlidos y los nucleos celulares. A continuacién, el sobrenadante se
centrifugd a 50000 xg durante 20 min a 4 °C. El precipitado, que contenia las membranas, se
resuspendié en HEPES, se homogeneizd y se volvié a centrifugar a 10000 xg durante 10 min a
4 °C. Tras esta centrifugacion, se procedio de la siguiente manera: 1) el sobrenadante y el buffy
coat se resuspendieron y centrifugaron a 50000 xg durante 20 min a 4 °C, para obtener
membranas plasmaticas; y 2) el precipitado se resuspendié en HEPES y se centrifugd a 10000
xg durante 10 min a 4 °C, para obtener las mitocondrias. Ambos precipitados finales,
membranas celulares y mitocondrias, se resuspendieron en TRIS 0,05 M (pH 7,4), se
distribuyeron en alicuotas y se almacenaron a -80 °C hasta la realizacion de los ensayos. La Fig.

19 ilustra este procedimiento.
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TEJIDO homogeneizado en
HEPES 0,02 M —KCl 0,14 M (pH 7,4)

Centrifugacién 1000 xg, 10 min, 4 °C

-V

Centrifugacién 50000 xg, 20 min, 4 °C

- ¥

Resuspender en HEPES

N
Centrifugacién 10000 xg, 10 min, 4 °C

- T,

(o
Centrifugacién 50000 xg, 20 min, 4 °C Resuspender en HEPES
/

Centrifugacién 10000 xg, 10 min, 4 °C
Resuspender en TRIS 0,05 M

< &

Resuspender en TRIS 0,05 M

Membranas mitocondnales

Alicuotas
Congelar a-80 °C

Fig. 18: Protocolo de aislamiento de membranas a partir de midsculo esquelético, cardiaco e higado.
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4.4.1.2. Tejido nervioso

El tejido cerebral (Fig. 20) troceado fue homogeneizado a 4 °C en sacarosa 0,32 M. El
homogeneizado resultante se centrifugd a 1000 xg durante 10 min a 4 °C para eliminar los
restos de tejido no homogeneizados y los nucleos celulares. A continuacion, el sobrenadante
se centrifugd a 30000 xg durante 20 min a 4 °C. El precipitado, que contenia las membranas, se
resuspendid en agua ultrapura, se homogeneizd y se volvid a centrifugar a 8000 xg durante 20
min a 4 °C. A continuacidn: 1) se recogieron el sobrenadante y el buffy coat, se resuspendieron
y se centrifugaron a 48000 xg durante 20 min a 4 °C, para obtener sinaptosomas; y 2) el
precipitado se resuspendid en agua ultrapura y se centrifugd a 8000 xg durante 20 min a 4 °C,

para obtener asi las mitocondrias.

Los precipitados finales, sinaptosomas y mitocondrias, fueron resuspendidos en TRIS

0,05 M (pH 7,4) y distribuidos en alicuotas que se almacenaron a -80 °C hasta el dia del ensayo.
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CEREBRO homogeneizado en
sacarosa 0,32 M
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Fig. 19: Protocolo de aislamiento de membranas a partir de cerebro.
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4.4.2. Valoracion de la fluidez de membrana

La fluidez de las membranas celulares y mitocondriales de los cuatro tejidos analizados
se monitorizd por triplicado mediante espectroscopia de fluorescencia, usando TMA-DPH
como marcador fluorescente (Yu y cols., 1992). El método (Fig. 21) se basa en la inclusion de
esta molécula en las membranas, intercaldndose entre los fosfolipidos de la bicapa y
reflejando, de forma indirecta, la dinamica lipidica, ya que, cuando es iluminado, emite una

sefial fluorescente (Zimmer vy cols., 1993).

Protocolo:

v" En un tubo se dispensan 0,5 mg/mL de proteina de membranas, calculados por el
método de Bradford, que se describird mas adelante.

v' Afadir 8 uL de TMA-DPH 25 uM.

v' Afadir tampdn TRIS 0,05 M hasta completar 3 mL/tubo y agitar vigorosamente.

v Incubar durante 30 min a 37 °C con agitacion.

v Colocar los tubos en bafio de agua a temperatura ambiente hasta su lectura.

v’ Agitar para resuspender las membranas.

v Lectura en el espectroscopio de fluorescencia a 360 nm de excitaciéon y 430 nm de
emision.

v’ Calcular la polarizacién (P) segun la ecuacion:

IVy — GIVy
IVy + GIVy

donde | es la intensidad de emisién de la luz polarizada verticalmente, medida por un
detector orientado en paralelo (IVy) o perpendicular (IVy) al plano de excitacidn, y G es

un factor de correccion para el sistema dptico.

El resultado se calculd por la media aritmética de 30 mediciones independientes, y la
fluidez en las membranas se expresé como el inverso de la polarizacién (1/P) (Yu y

cols., 1992; Lee y cols., 1999).
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TMA-DPH
(66,7 nM)

Membranas

1-(4-trimetilamoniofenil)-6-fenil-
(0,5 mg/mL)

1,3,5-hexatrieno-p-tolueno sulfonato

v

Incubacién 37 °C, 30 min

Polarizacion de fluorescencia

Excitacidén: 360 nm
Emisidon: 430 nm

Fig. 20: Protocolo de medicion de la polarizacion en las membranas.
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4.4.3. Cuantificacion del MDA + 4-HDA

La accién de los radicales libres sobre los lipidos de las membranas celulares tiene
lugar fundamentalmente sobre los acidos grasos poliinsaturados, provocando su peroxidacion.
Los productos finales de este proceso de LPO son aldehidos, gases hidrocarbonados y varios
residuos quimicos, siendo mayoritarios el MDA y los 4-HDA. Por tanto, la concentracién de
MDA + 4-HDA es un indicador del grado de peroxidacién de los lipidos de las membranas
bioldgicas (Janero, 1990). Las concentraciones de MDA + 4-HDA se determinaron por un
método colorimétrico (Esterbauer y Cheeseman, 1990), basado en la reaccidon de un reactivo
cromégeno, el N-metil-2-fenilindol, con el MDA o con los 4-HDA, a una temperatura de 45 °C.
La condensacién de una molécula de MDA 6 4-HDA con dos moléculas de N-metil-2-fenilindol
produce un cromoéforo estable que, en presencia del acido metanosulfénico, presenta una

absorbancia maxima de 586 nm (Fig. 22).

Para obtener la recta de calibrado, se utilizaron diluciones de concentracién conocida
(0-10 pM), a partir de una disolucién de 1,1,3,3-tetrametoxipropano 0,01 M en tampdn TRIS
0,02 M. Al hidrolizarse, el 1,1,3,3-tetrametoxipropano libera MDA de forma estequiométrica
(Nielsen y cols., 1997). Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. Las
concentraciones de MDA + 4-HDA se corrigieron por las proteinas, expresandose en nmol MDA

+ 4-HDA/mg proteina.

Protocolo:
v" Homogeneizar las muestras tisulares en TRIS 0,02 M en una preparacién 1/10
peso/volumen.
v" Centrifugar el homogeneizado a 3000 xg durante 10 min a 4 °C.

v' Dispensar 2 alicuotas de 200 UL del sobrenadante y afiadir 650 UL de N-metil-2-

fenilindol 10,3 mM disuelto en acetonitrilo y metanol, con relacién 3:1 (v/v).
v’ Agitar y dispensar 150 UL de acido metanosulfénico 15,4 M.
v"Incubar los tubos durante 40 min a 45 °C.
v" Centrifugar a 3000 xg durante 10 min a 4 °C.
v Incubar a temperatura ambiente durante 10 min.

v" Medir la absorbancia a 586 nm en el espectrofotdmetro.
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Fig. 21: Protocolo de cuantificacion de MDA + 4-HDA.
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4.4.4. Valoracion de la carbonilacién proteica

Para valorar el dafio oxidativo a las proteinas de los homogeneizados, se utilizd la
determinacion de los restos carbonilo de las proteinas (Davies y Goldberg, 1987; Dean y cols.,
1997). Para ello, se siguid el protocolo analitico descrito por Levine y cols. (1990), con
modificaciones minimas. Este método estd basado en la reaccion de los restos carbonilo de las
proteinas con la DNPH, formandose un derivado que presenta maxima absorbancia en el rango
de 360-390 nm. Durante el procedimiento se utilizaron sucesivamente el TCA para la
precipitacién de las proteinas, los lavados para la eliminacién del exceso de DNPH que no ha
reaccionado con los restos carbonilo, y la guanidina, para redisolver las proteinas y, asi, poder

realizar la lectura en el espectrofotometro (Fig. 23).

La concentracidon de restos carbonilo se calculé a partir de la absorbancia obtenida
aplicando la Ley de Beer-Lambert y el coeficiente de absorcion molar de la DNPH
(€=22000-M™cm™). Se utilizé como blanco una disolucién de guanidina 6 M. Finalmente, tras la
determinacion de las proteinas totales, los resultados se expresaron en nmol de restos

carbonilo/mg de proteinas totales.

Protocolo:

v' 0,3 g de tejido se homogeneizaron en 1,2 mL de TRIS 0,5 M (pH 7,4).

v" A1 mLde los homogeneizados, afiadir 100 UL de tampdn TRIS 0,02 M (pH 7,4) y 200 UL
de DNPH 0,01 M en HCI 2N.

v Agitar e incubar durante 1 h a 37 °C.
v’ Dispensar 325 UL de TCA 50% frio e incubar en hielo durante 10 min.
v" Centrifugar a 3000 xg durante 10 min a 4 °C.

v Lavar el precipitado tres veces, resuspendiendo con 1 mL de etanol:acetato de etilo

1:1, v/v, y centrifugando a 11000 xg durante 3 min a 4 °C.
v’ Disolver el precipitado final en 700 UL de guanidina-HCI 6 M (pH 2,0).
v" Agitar e incubar durante 15 min a 37 °C.
v" Centrifugar a 12000 xg durante 10 min a 4 °C.

v' Leer la absorbancia del sobrenadante a 375 nm.
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Muestra 0
Y
Prot—C
.......... » .
Restos carbonilo
H-N
2" NH

2,4-dinitrofenilhidrazina
NO

NO,

Absorbancia A =375 nm

v

Calculo mediante la ley de Beer-Lambert
(nmol restos carbonilo/mg proteina)

Fig. 22: Fundamento de la cuantificacion de restos carbonilo en las proteinas.
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4.4.5. Determinacion de la concentracion de proteinas

Todos los resultados de los indicadores de dafio oxidativo obtenidos en este trabajo
(fluidez de las membranas, concentraciones de MDA + 4-HDA y presencia de restos carbonilo)
estan referidos a la concentracion de proteinas de las muestras analizadas, para posibilitar su

comparacion.

Para calcularla se utilizé el método de Bradford (1976), basado en la reaccién entre el
azul de Coomassie y los aminodcidos basicos, principalmente arginina, lisina e histidina. Esta
reaccién produce cambios de absorbancia a 595 nm que son directamente proporcionales a la

concentracién total de proteinas (Fig. 24).

En este método, la cantidad de proteinas totales de la muestra problema se obtuvo
interpolando su valor de absorbancia en la curva patrén de albdmina. Los valores de
concentracion de proteinas se expresaron en mg/mL. El programa utilizado fue Assay 4.0

(Biosoft®).

Protocolo:

v’ Dispensar 2 alicuotas de 1 UL del homogeneizado para la determinacién de MDA + 4-

HDA, carbonilaciéon proteica o del purificado de membranas y mitocondrias.
v Afadir TRIS 0,02 M hasta completar 800 L.

v Dispensar 200 WL de reactivo de Bradford de Bio-Rad® (Azul brillante de Coomassie G-

250 al 0,01%, etanol al 4,7%, acido ortofosférico al 8,5% diluido en agua destilada).
v Agitar e incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

v Leer la absorbancia a 595 nm en el espectrofotémetro.
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Fig. 23: Protocolo de cuantificacion de proteinas.
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4.5. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los resultados ergométricos y analiticos obtenidos fueron tratados estadisticamente

con el programa informatico StatView 5.0.1.

Se realizaron dos estudios estadisticos, el primero consistié en la descripcién de cada
variable mediante dos parametros: la media aritmética, como medida de la tendencia central,
y el error estandar, como una medida de la dispersién. Por ello, los resultados se expresaron
como media aritmética * error estandar; posteriormente, se realizé un estudio inferencial para
comprobar si las diferencias entre las medias aritméticas de las variables eran o no
estadisticamente significativas, lo que se logrd aplicando el test de la t de Student para datos

no pareados. El nivel de significacién aceptado fue p < 0,05.

El programa informatico utilizado para representar graficamente los resultados fue

GraphPad Prism version 5.00.
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5. RESULTADOS
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5.1.1. Pruebas de esfuerzo maximo

Salvo el grupo control, los cuatro restantes, grupos 2-5, realizaron una ergometria
aguda hasta la extenuacion. En la Tabla Il y la Fig. 24 aparece la velocidad final de la prueba
aguda alcanzada por cada rata, junto al calculo de la velocidad media de cada grupo. Hubo un
aumento significativo del rendimiento en el grupo 5 entre la primera ergometria (A) y la que se

realizé a mitad del periodo de entrenamiento (B), causado por la adaptacion al ejercicio.

Tabla lll: Velocidad final alcanzada por cada rata en la prueba ergométrica méxima, y media calculada en

cada grupo de ejercicio. En el grupo 5 se calculé al inicio (A) y a las 6 semanas de entrenamiento (B).
ap<0,05vs. 5A.

GRUPOS

0,24 0,30 0,27 0,27 0,24

0,30 0,33 0,30 0,30 0,36

0,33 0,36 0,30 0,30 0,42

Velocidad final (m/s)
n=10/grupo

0,33 0,39 0,33 0,33 0,45

0,33 0,39 0,39 0,33 0,48

Media t ES (m/s) | 0,32+0,01 | 0,36 +0,01 | 0,33+0,02 | 0,32+0,01 0,42 +0,03°
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Fig. 24: Velocidades finales individuales en cada grupo. En el grupo 5, A hace referencia a la primera
ergometria y B a la sequnda. La linea horizontal coloreada indica la media aritmética correspondiente a

cada grupo.

5.1.2. Programa de entrenamiento

Las cargas de trabajo de los grupos de entrenamiento se determinaron en funcién de
las velocidades finales alcanzadas en la prueba ergométrica maxima. Teniendo en cuenta el
nimero de calles del tapiz de entrenamiento (cinco), se conformaron dos subgrupos/grupo:
ratas lentas y rapidas. Se utilizé la mediana de las velocidades finales de cada subgrupo como
referencia para determinar las cargas de entrenamiento (35 y 80% de la méaxima) (Tabla IV y

Fig. 25).
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Tabla IV: Carga de trabajo de los subgrupos de entrenamiento. En el grupo de 12 semanas, G5, se
calculd al inicio (A) y a mitad del entrenamiento (B). En color azul se indican los porcentajes (356% y 80%)

de las cargas de entrenamiento, expresadas en m/s.

GRUPOS 5 . >
ENTRENAMIENTO A B
Subgrupos Lentas Rdpidas | Lentas Rdpidas | Lentas Rdpidas Lentas Rdpidas

0,30 0,36 0,27 0,30 0,27 0,30 0,24 0,45

0,33 0,39 0,27 0,33 0,30 0,33 0,33 0,45

Ve ergometria 0,33 0,39 0,30 0,36 0,30 0,33 0,36 0,45

(m/s)
0,36 0,39 0,30 0,39 0,30 0,33 0,39 0,48
0,36 0,42 0,30 0,45 0,30 0,39 0,42 0,66
Mediana v (m/s) 0,33 0,39 0,30 0,36 0,30 0,33 0,36 0,45
Cargas 35% 0,12 0,14 0,11 0,13 0,11 0,12 0,13 0,16
entrenamiento
(m/s) 80% 0,26 0,31 0,24 0,29 0,24 0,26 0,29 0,36
0.5
0.4
0 80%
£
80%
5 037 : 80% 0%
[0 80%
o 80%
Q
© 0.2
(] o
> 0 : o
0.1
0.0
Lentas Rapidas Lentas Rdpidas Lentas Rapidas Lentas Rapidas
A B
G3 G4 G5

Fig. 25: Cargas de trabajo (35% y 80%) de cada subgrupo de entrenamiento. En el grupo 5, A hace

referencia a la primera ergometria y B a la segunda.
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5.2.1. Fluidez en la membrana celular

Los efectos del ejercicio sobre la fluidez de la membrana celular del musculo
esquelético en ratas se ilustran en la Fig. 26. Existe un claro descenso de la fluidez de la
membrana en todos los grupos de ejercicio, en comparaciéon con el control (3,30 + 0,02),
siendo significativas (p < 0,05) todas las comparaciones, excepto con el grupo de
entrenamiento de 1 semana (3,24 + 0,03). Tanto el ejercicio intenso hasta la extenuacién (3,18
+ 0,02) como el entrenamiento de 4 y 12 semanas de duracién (3,18 + 0,04 y 3,18 + 0,05,

respectivamente) provocaron los mayores indices de rigidez.
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Fig. 26: Fluidez de membrana en el musculo esquelético de 50 ratas macho distribuidas en cinco grupos
(n = 10/grupo), en funcién del protocolo de ejercicio: sedentarias (control), prueba de esfuerzo progresiva
hasta la extenuacion, y periodos de entrenamiento (1, 4 y 12 semanas). Los datos (media + ES) estan
expresados como el inverso de la polarizacion (1/P).

ap < 0,05 vs. control.

100



Resultados

5.2.2. Fluidez en la mitocondria

La Fig. 27 representa la medicion de la fluidez en mitocondrias aisladas de musculo
esquelético. En este caso, hay un descenso drastico de los niveles de fluidez en los cuatro
grupos de ejercicio en comparacién con las ratas controles (3,28 + 0,03). De hecho, los niveles
de fluidez del grupo agudo (3,12 + 0,04) son significativamente mas bajos que los del control, e
incluso esta disminucién es mas pronunciada en los tres grupos de entrenamiento: 1 semana

(3,08 £ 0,03), 4 semanas (3,03 + 0,02) y 12 semanas (3,06 * 0,04).

w
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Fluidez de membrana (1/P)

3.2
a
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3.0

Control  Ejercicio 1 4 12

Agudo Entrenamiento (semanas)

Fig. 27: Fluidez de membrana en mitocondrias aisladas de musculo esquelético, segtn el protocolo de
gjercicio: sedentarias (control), ejercicio agudo, y entrenamiento de varios periodos (1, 4 y 12 semanas).
Los datos (media + ES) estan expresados como el inverso de la polarizacion (1/P).

ap < 0,05 vs. control, b vs. agudo.
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5.2.3. Peroxidacion lipidica

Los resultados del andlisis estadistico de las concentraciones de MDA + 4-HDA en los
homogeneizados de musculo esquelético se ilustran en la Fig. 28. Puede observarse un
incremento del dafio oxidativo lipidico en los cuatro grupos de ejercicio en comparacion con el
grupo control (0,16 + 0,02 nmol/mg prot.). Las mayores peroxidaciones lipidicas fueron en el
grupo en el que el ejercicio se realizé hasta la extenuacion (0,30 £ 0,03 nmol/mg prot.), asi
como en el grupo de entrenamiento de 1 semana (0,25 * 0,03 nmol/mg prot.). En el
entrenamiento prolongado (4 y 12 semanas) existe aumento de MDA + 4-HDA, en
comparacion con el reposo, pero no de forma significativa (0,23 + 0,03 y 0,24 + 0,06 nmol/mg

prot., respectivamente).
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Fig. 28: Concentraciones de malonildialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenales (4-HDA) en homogeneizados
de musculo esquelético, segun el protocolo de ejercicio: control, test agudo hasta la extenuacion, y
entrenamiento de 1, 4 y 12 semanas. Los datos (media £ ES) se expresan en nmol/mg prot.

ap < 0,05 vs. control.
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5.2.4. Carbonilacioén proteica

Con respecto a las concentraciones de carbonilos proteicos en los homogeneizados de
musculo esquelético, en la Fig. 29 se observa un incremento significativo en el grupo de
ejercicio agudo (4,61 £ 0,62 nmol/mg prot.) y en el grupo de entrenamiento de 1 semana (4,00
+ 0,29 nmol/mg prot.) en comparacién con el control (2,88 = 0,40 nmol/mg prot.), siendo el
ejercicio agudo en el que mas dafio se produce, asi como ocurre con la determinacidn de la
LPO. Por otra parte, en los grupos de entrenamiento prolongado, 4 y 12 semanas, el contenido
de carbonilos proteicos es sélo ligeramente mayor en comparacion con el control (2,95 + 0,25
y 3,04 + 0,20 nmol/mg prot., respectivamente). Sin embargo, en estos dos grupos de
entrenamiento si que se apreciaron descensos significativos con respecto a los grupos de

ejercicio agudo y de entrenamiento de 1 semana.
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Fig. 29: Efectos del ejercicio en las concentraciones de carbonilos proteicos en homogeneizados de
musculo esquelético de ratas: sedentarias (control), test progresivo continuo hasta la extenuacion
(ejercicio agudo), y varios periodos de entrenamiento (1, 4 y 12 semanas). Los datos (media t ES) estan

expresados en nmol/mg prot. 2 p < 0,05 vs. control, b vs. agudo, ¢ vs. 1 semana.
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5.3.1. Fluidez en la membrana celular

La Fig. 30 ilustra los niveles de fluidez de la membrana celular en el musculo cardiaco.
En ella, se puede observar rigidez en la membrana de todos los grupos que realizaron ejercicio
en comparacién con el grupo control (3,05 + 0,03), siendo la disminucidn significativa tanto en
las ratas que realizaron una Unica prueba de ejercicio (2,94 + 0,02) como en las que llevaron a
cabo un entrenamiento de 1 (2,97 £ 0,02), 4 (2,91 £ 0,02) y 12 semanas (2,91 + 0,02). Ademas,
en el grupo de 4 semanas de entrenamiento las diferencias estadisticas también fueron

significativas con respecto al grupo de tan sélo 1 semana de entrenamiento.
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Fig. 30: Fluidez de membrana en miocardiocitos de 50 ratas macho, en funcién del protocolo de ejercicio:
sedentarias, test de ejercicio agudo, y entrenamientos de 1, 4 y 12 semanas. Los datos (media * ES)
estan expresados como el inverso de la polarizacion (1/P).

ap < 0,05 vs. control, b vs. 1 semana de entrenamiento.
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5.3.2. Fluidez en la mitocondria

De forma similar a lo que ocurrié en las membranas celulares, al valorar los niveles de
fluidez en la mitocondria, hubo rigidez en todos los grupos de ejercicio con respecto al grupo
sedentario (3,07 + 0,03) (Fig. 31). Los niveles de fluidez descendieron significativamente en los
grupos agudo (2,97 + 0,04), entrenamiento de 1 semana (2,99 + 0,03) y 4 semanas (2,96 %
0,02), siendo la caida mas acentuada en el grupo de 12 semanas de entrenamiento (2,91 *
0,02), un cambio suficiente para justificar que hubiera diferencias significativas con el grupo de

1 semana de entrenamiento.
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Fig. 31: Fluidez de membrana en mitocondrias cardiacas. Los datos (media + ES) estan expresados

como el inverso de la polarizacién (1/P). a p < 0,05 vs. control, ® vs. 1 semana.
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5.3.3. Peroxidacion lipidica

El analisis de la concentracién de los marcadores de la LPO (MDA + 4-HDA) en el
musculo cardiaco se ilustra en la Fig. 32. En ésta no se observan cambios significativos en
ninguno de los grupos de estudio. Tanto el grupo de ejercicio agudo (0,40 + 0,02 nmol/mg
prot.) como los de entrenamiento de 1 (0,37 + 0,01 nmol/mg prot.), 4 (0,39 £ 0,01 nmol/mg
prot.) y 12 semanas (0,38 + 0,02 nmol/mg prot.) presentaron valores similares con respecto al

control (0,39 + 0,02 nmol/mg prot.).
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Fig. 32: Concentraciones de malonildialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenales (4-HDA) en homogeneizados
cardiacos de 50 ratas distribuidas en cinco grupos: sedentarias, test progresivo agudo, y entrenamiento

(1, 4y 12 semanas). Los datos (media £ ES) se expresan en nmol/mg prot.
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5.3.4. Carbonilacioén proteica

Atendiendo a la concentraciéon de los restos carbonilo proteicos como indice de
oxidacion proteica en homogeneizados cardiacos, se aprecia una elevacion del dafio oxidativo
proteico en el grupo de esfuerzo agudo (8,65 + 0,38 nmol/mg prot.) respecto a los controles
(5,77 £ 1,17 nmol/mg prot.). En el entrenamiento de 1 semana (8,02 £ 0,56 nmol/mg prot.), 4
semanas (7,82 + 0,69 nmol/mg prot.) y 12 semanas (7,88 + 1,11 nmol/mg prot.), comparando
las concentraciones de carbonilos con las del grupo control, los aumentos no fueron

significativos (Fig. 33).
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Fig. 33: Carbonilacién proteica en homogeneizados de corazdn en ratas sedentarias, que realizaron
ejercicio agudo, y varios periodos de entrenamiento (1, 4 y 12 semanas). Los datos (media + ES) estan

expresados en nmol/mg prot. 2 p < 0,05 vs. control.
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5.4.1. Fluidez en la membrana celular

En la fluidez de la membrana celular de los hepatocitos (Fig. 34), se puede observar
gue apenas se produjeron cambios en los niveles de fluidez en ninguno de los grupos de
ejercicio con respecto al grupo control (3,20 + 0,02). Tanto tras un ejercicio agudo (3,21 + 0,03)
como después de realizar un entrenamiento de 1 semana (3,18 + 0,02), 4 semanas (3,18 *

0,02) y 12 semanas (3,18 + 0,02), estos niveles se mantuvieron préximos a los controles.
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Fig. 34: Fluidez de membrana en hepatocitos de 50 ratas distribuidas en cinco grupos: sedentarias
(control), ejercicio agudo, y varios periodos de entrenamiento (1, 4 y 12 semanas). Los datos (media

ES) estan expresados como el inverso de la polarizacion (1/P).
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5.4.2. Fluidez en la mitocondria

Al contrario de lo ocurrido en la membrana de los hepatocitos, en las mitocondrias
hepaticas se produce una disminucién de la fluidez en los grupos de ejercicio respecto al
reposo (3,14 £ 0,03). La Fig. 35 ilustra estos resultados. De esta forma, se produjo rigidez
después de realizar una prueba aguda (3,06 + 0,02), asi como en el entrenamiento de 4
semanas (3,04 + 0,03). También se aprecié una disminucién de la fluidez, aunque sin
significacion estadistica, en los entrenamientos de 1 semana (3,08 + 0,04) y mas aun de 12

semanas (3,06 + 0,04).
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Fig. 35: Fluidez de membrana en mitocondrias hepaticas: sedentarias (control), tras realizar un test
progresivo agudo, y varios periodos de entrenamiento (1, 4 y 12 semanas). Los datos (media  ES) se

expresan como el inverso de la polarizacion (1/P). 2 p < 0,05 vs. control.
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5.4.3. Peroxidacion lipidica

En lo concerniente a las concentraciones de MDA + 4-HDA en el tejido hepatico (Fig.
36) hubo un aumento significativo en cada uno de los grupos de ejercicio con respecto al grupo
control (0,20 *+ 0,01 nmol/mg prot.). Se observa una clara relacion entre la concentracién de
MDA + 4-HDA vy la duracidn del entrenamiento, obteniéndose un aumento significativo en los
grupos agudo (0,23 * 0,01 nmol/mg prot.) y de 1 semana de entrenamiento (0,24 + 0,01
nmol/mg prot.); siendo mas pronunciado a las 4 semanas (0,28 + 0,01 nmol/mg prot.) y
todavia mas en el de 12 (0,29 * 0,01 nmol/mg prot.), con una significacién estadistica en

relaciéon al grupo control, agudo y entrenamiento de 1 semana.
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Fig. 36: El gjercicio agudo y el entrenamiento indujeron peroxidacion lipidica en homogeneizados de
higado. Los datos (media + ES) estan expresados en nmol/mg prot.

ap < 0,05 vs. control, b vs. agudo, ¢ vs. 1 semana.

110



Resultados

5.4.4. Carbonilacioén proteica

Con respecto al marcador de oxidacidon proteica, la presencia de restos carbonilo,
también se aprecié una fuerte elevacidn en su concentracion en todos los grupos de ejercicio,
ya sea agudo o entrenamiento, en comparacion con el grupo control (5,49 + 0,52 nmol/mg
prot.) (Fig. 37). La mayor concentracion del contenido en restos carbonilos proteicos en los
homogeneizados hepaticos se alcanzd en el grupo de esfuerzo fisico agudo (8,96 * 0,52
nmol/mg prot.), con valores similares en los grupos de entrenamiento de 1, 4 y 12 semanas

(8,73+0,68; 8,39+0,76; y 8,19 + 0,77 nmol/mg prot., respectivamente).
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Fig. 37: Concentraciones de restos carbonilos en homogeneizados de higado de 50 ratas macho
distribuidas en cinco grupos, en funcién del protocolo de ejercicio: sedentarias, test de ejercicio agudo, y
varios periodos de entrenamiento (1, 4 y 12 semanas). Los datos (media £ ES) se expresan en nmol/mg

prot. @ p < 0,05 vs. control.
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5.5.1. Fluidez en los sinaptosomas

La Fig. 38 ilustra los efectos del ejercicio sobre la fluidez de los sinaptosomas.
Independientemente de la modalidad del ejercicio, en todos los grupos se produjo una
marcada rigidez en la membrana en comparacion con el grupo control (2,84 + 0,02), siendo
significativa tanto en el ejercicio agudo (2,76 + 0,01) como en los entrenamientos de 1, 4y 12
semanas (2,77 £ 0,02; 2,76 £ 0,02; y 2,73 £ 0,01, respectivamente). Los niveles mas bajos de

fluidez se alcanzaron en el grupo de entrenamiento de mayor duracion.
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Fig. 38: El ejercicio indujo rigidez en los sinaptosomas de 50 ratas distribuidas, en funcién del ejercicio
que realizaron: controles, ejercicio agudo, y entrenamiento de 1, 4 y 12 semanas. Los datos (media £ ES)

estan expresados como el inverso de la polarizacion (1/P). @ p < 0,05 vs. control.
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5.5.2. Fluidez en la membrana mitocondrial

En las mitocondrias aisladas del tejido nervioso no se observaron cambios, tal y como
se demuestra en la Fig. 39. Tomando como referencia el grupo control (3,39 + 0,06), hay
minimos cambios en la fluidez mitocondrial en el ejercicio agudo (3,43 + 0,06), en el
entrenamiento de 1 semana (3,47 + 0,03) y en el entrenamiento de 4 semanas (3,41 + 0,04), y
una disminucién muy leve en el entrenamiento de 12 semanas (3,37 + 0,06). En ninguna de

estas comparaciones se observan diferencias significativas con el control.
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Fig. 39: Fluidez de membranas mitocondriales aisladas a partir del cerebro de ratas sedentarias, que
realizaron ejercicio agudo, y tras varios periodos de entrenamiento de 1, 4 y 12 semanas. Los datos

(media + ES) se expresan como el inverso de la polarizacion (1/P).
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5.5.3. Peroxidacion lipidica

Se observo (Fig. 40) un incremento significativo en la concentracién de MDA + 4-HDA
en los homogeneizados de cerebro del grupo de ejercicio agudo (0,59 * 0,06 nmol/mg prot.)
en comparacién con los del grupo control (0,44 + 0,02 nmol/mg prot.). Por otra parte, en los
grupos de entrenamiento, los niveles de malonildialdehido sufrieron una pequefia
disminucidén, aunque no significativa, respecto al control (0,38 + 0,03; 0,42 + 0,03; 0,38 + 0,02
nmol/mg prot.; correspondientes a 1, 4 y 12 semanas, respectivamente); en cambio, si hubo

diferencias al comparar éstos con el grupo de ejercicio agudo.
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Fig. 40: Peroxidacion lipidica en homogeneizados de cerebro de 50 ratas macho distribuidas en cinco
grupos (n = 10/grupo), segtn el protocolo de ejercicio: control, test progresivo agudo, y entrenamientos de
1,4y 12 semanas. Los datos (media + ES) se expresan en nmol/mg prot.

ap < 0,05 vs. control, b vs. agudo.
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5.5.4. Carbonilacioén proteica

Los efectos del ejercicio sobre el contenido de carbonilos proteicos en los
homogeneizados de cerebro se recogen en la Fig. 41. Aunque se observan pequefios
incrementos en su concentracion en los cuatro grupos de ejercicio en comparacién con el
grupo control (10,14 £ 1,01 nmol/mg prot.), los resultados son parecidos en todos los grupos,
siendo mas similares en el ejercicio agudo (11,44 + 1,81 nmol/mg prot.) y el entrenamiento de
4 semanas (10,36 * 1,64 nmol/mg prot.), y un poco mas elevados en el caso de los grupos de
entrenamiento de 1 semana (12,72 + 1,96 nmol/mg prot.), asi como el de 12 semanas (12,57 +

1,82 nmol/mg prot.).
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Fig. 41: Concentraciones de carbonilos en homogeneizados de tejido nervioso de 50 ratas macho
distribuidas en cinco grupos (n = 10/grupo), en funcion del tipo de ejercicio: sedentarias, ejercicio agudo, y

entrenamiento de 1, 4 y 12 semanas. Los datos (media £ ES) se expresan en nmol/mg prot.
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El objetivo fundamental de este trabajo cientifico ha sido analizar los efectos locales y
sistémicos del ejercicio fisico sobre la fluidez de las membranas bioldgicas, tanto celulares
como mitocondriales, y relacionar sus cambios con dos indicadores de lesidn oxidativa: uno a
nivel de los lipidos, MDA + 4-HDA, y otro de las proteinas, carbonilaciéon proteica. Una
consideracion importante que se planteé fue que en los estudios de fisiologia aplicada al
ejercicio fisico hay multitud de posibilidades metodoldgicas, derivadas de las casi infinitas
variantes de tipo, duracidén e intensidad del trabajo fisico a realizar. Esta riqueza determina que
en la literatura cientifica, frecuentemente, bajo el epigrafe comun “efectos del ejercicio fisico
sobre...”, se describan resultados que conducen a interpretaciones dispares. Por ello, en este
trabajo decidimos utilizar sélo métodos de ejercicio fisico que fueran mesurables y
reproducibles, basados en criterios objetivos y que respondieran a dos supuestos
experimentales diferentes: uno destinado a interpretar los cambios producidos por un
ejercicio agudo de intensidad maxima, y otro en el que valoramos los efectos del ejercicio
submadximo repetido a lo largo de un periodo de tiempo, como fue un entrenamientode 1, 4y

12 semanas de duracion.

No cabe duda que estudiar los mecanismos adaptativos que la actividad fisica provoca
en el tejido muscular tiene maximo interés, ya que la contraccién muscular es el requisito
esencial para que el ejercicio pueda realizarse. Atendiendo a la fluidez del sarcolema, el
ejercicio fisico agudo provocd una marcada rigidez. Estos resultados obtenidos en el musculo
esquelético estan en concordancia con los que nuestro grupo de investigacion obtuvo en un
estudio donde el ejercicio fisico agudo maximo y submaximo, controlado mediante
cicloergometria, disminuyd la fluidez en los eritrocitos de un grupo de 30 personas sanas
jévenes no entrenadas (Berzosa y cols., 2011a). Unos resultados que se obtuvieron mediante
espectroscopia de fluorescencia, utilizando el TMA-DPH como marcador fluorescente, el
mismo que hemos empleado en el estudio que presentamos en esta memoria de tesis
doctoral. El TMA-DPH tiene ventajas importantes sobre otros marcadores fluorescentes de
membrana, ya que incorpora un resto TMA que le confiere hidrosolubilidad a la molécula DPH,
un compuesto exclusivamente hidrofébico que, en ausencia del resto TMA, se concentra de
forma anarquica en el core de la bicapa lipidica. Por el contrario, el comportamiento anfipatico
del TMA-DPH es responsable de que, al afiadirlo a las membranas bioldgicas, éste se intercale
de forma paralela al eje longitudinal de los fosfolipidos con su resto catiénico orientado hacia
la superficie (Prendergast y cols., 1981), lo que sin duda permite reflejar mejor los
movimientos de los fosfolipidos de la bicapa. Nuestros resultados son equiparables a los que

se obtuvieron con el 5-doxyl-estearico (5-DS), lo que sugiere que la rigidez causada por el
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ejercicio agudo afecta principalmente a la parte mas externa de la bicapa lipidica
(Brzeszczynska y cols., 2008). Ademas de los eritrocitos humanos, se han obtenido resultados
similares a los nuestros en membranas eritrocitarias de otras especies animales, como el
caballo (De Moffarts y cols., 2007), el perro (Motta y cols., 2009) y la rata (Teleglgw y cols.,
2011).

Al igual que en la membrana celular, el ejercicio agudo maximo también redujo la
fluidez en las mitocondrias aisladas del musculo esquelético. De forma paralela a nuestro
estudio, Pérez y cols. (2003) midieron la fluidez mitocondrial en cuatro musculos: vasto
externo, gastrocnemio, tibial y extensor largo de los dedos, en tres grupos de ratas que
siguieron protocolos de ejercicios de tipo extenuante realizados en tapiz rodante. Si bien en los
dos primeros obtuvieron una marcada rigidez en la membrana mitocondrial, en el tibial y el
extensor largo de los dedos, los cambios no fueron significativos, por lo que concluyeron que
las alteraciones en la fluidez mitocondrial causadas por el ejercicio agudo de gran intensidad se
correlacionaron con el grado de actividad contractil desarrollada por el grupo muscular que se
analizdé. Tampoco se obtuvieron diferencias significativas tras un test de ejercicio agudo en
membranas de reticulo endopldasmico de musculo esquelético, utilizando la resonancia
paramagnética del spin electrdnico, si bien se utilizaron tejidos extraidos dos horas después de
la conclusion del ejercicio, lo que dificulta poder valorar si la discrepancia era debida a la
utilizacion de un método de determinacién de fluidez en la membrana diferente al que
nosotros utilizamos, o mas bien se deba al tiempo que transcurrié entre la finalizacion del
ejercicio y la medicion, ya que durante esas dos horas pudieron restablecerse los niveles de
fluidez del reposo, o, al menos, reducirse las diferencias originadas por el ejercicio agudo

(Ferrington y cols., 1996).

Entre los posibles factores responsables de la rigidez de la bicapa lipidica en una
membrana biolégica durante el ejercicio fisico destacan los cambios en la composicién quimica
de la membrana, especialmente una reduccién en la relacién de acidos grasos poliinsaturados
versus saturados, que son parte integrante de las colas de los fosfolipidos de la bicapa (Curtis y
cols., 1984). También debe considerarse la formacion de uniones cruzadas entre lipidos y entre
éstos con las proteinas, lo que restringe el grado de movimiento (Chen y Yu, 1994), v,
finalmente, la oxidacion de las proteinas que, junto con los lipidos, conforman las membranas

bioldgicas (Shinitzky, 1984).

Es bien aceptado que el ejercicio fisico agudo aumenta la produccion de radicales
libres y otras especies reactivas dependientes del oxigeno en relacién a los niveles basales del

reposo (Bloomer y Fisher-Wellman, 2008; Powers y Jackson, 2008), y también que el estrés
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oxidativo ocasionado pone en marcha la peroxidacion lipidica en las membranas biolégicas,
una reaccion caracterizada por ser un proceso degenerativo autooxidativo de reaccion en
cadena, cuyo principal sustrato son los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de la
bicapa (Gutteridge, 1995). Ademads, los grupos tioles de las proteinas que integran las
membranas celulares se oxidan facilmente por los radicales libres (Nakazawa y cols., 2006). Por
las relaciones de estos tres hechos, decidimos cuantificar en nuestro estudio el MDA + 4-HDA y
la carbonilacidn proteica en los homogeneizados tisulares, unos parametros bioquimicos que
se utilizan frecuentemente para la valoracién de la oxidacidn lipidica y proteica de las muestras

tisulares.

Tras el esfuerzo fisico agudo, tanto las concentraciones de MDA + 4-HDA como los
niveles de carbonilacidn proteica fueron significativamente mayores respecto al grupo de ratas
sedentarias, resultados que reflejan un marcado incremento de la oxidacién mediada por
radicales libres y causada por el ejercicio agudo. En este mismo sentido, se han descrito
aumentos de las concentraciones de MDA, tras un protocolo de ejercicio agudo en el musculo
esquelético de la rata (Huang y cols., 2008; Koctlirk y cols., 2008), asi como de las sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) (Li y cols., 1999). Otros autores, utilizando diversos
protocolos de ejercicio fisico agudo, también han observado aumentos, incluso llegando a
alcanzar el 30%, en algunos musculos con respecto al reposo, aunque sin significacion
estadistica (Judge y cols., 2005; You y cols., 2005), aunque en otros estudios no se han
apreciado cambios (Molnar y cols., 2006; Kon y cols.,, 2007). Asimismo, observamos
carbonilacion de los aminoacidos de las proteinas musculares esqueléticas tras el esfuerzo
agudo maximo, lo que puede causar danos estructurales irreversibles y, en consecuencia,
pérdida de su funcion (Oliver, 1987; Levine y Stadtman, 2001). Unos resultados que estan en la
misma linea que los obtenidos en rata, tras una carrera en tapiz rodante declinado durante 90
minutos a nivel del vasto intermedio y el séleo (You y cols., 2005), y tras un test de esfuerzo
aerdbico al 80% del VO,max (Lamprecht y cols., 2008); si bien los cambios no fueron
significativos con ejercicios agudos de menor intensidad, al 70% del VO,max (Lamprecht y
cols., 2008), lo que sugiere una relacién entre la lesion oxidativa de las proteinas y la
intensidad del ejercicio realizado. Haciendo una analogia con nuestro estudio previo sobre la
carbonilacion proteica plasmatica en humanos, también observamos incrementos
significativos cuando las pruebas cicloergométricas fueron de tipo exhaustivo, y en cambio no

fueron en ejercicios agudos submaximos (Berzosa y cols., 2011a).

Con respecto a las mediciones realizadas en los animales en reposo, el entrenamiento

produjo rigidez en el sarcolema y especialmente en las mitocondrias aisladas del musculo

121



Efectos del ejercicio fisico en la fluidez de membranas celulares y mitocondriales
Su relacion con el estrés oxidativo

esquelético, ya que en la membrana los cambios fueron significativos a partir de la cuarta
semana de entrenamiento y en la mitocondria se evidenciaron desde la primera semana. Por
otra parte, la caida en la fluidez fue mas marcada en los entrenamientos de mayor duraciéon. A
este respecto, en la literatura cientifica tan sélo unos pocos estudios describen cambios en la
respuesta al ejercicio agudo, refiriéndose a descensos de los niveles de fluidez tras un periodo
de ocho semanas de entrenamiento (Pérez y cols., 2003), asi como rigidez de la membrana
eritrocitaria en caballos entrenados mediante carrera durante seis semanas (De Moffarts y

cols., 2007).

A diferencia de lo que sucedié en la valoracién de la fluidez de la membrana, los
indicadores de lesidon oxidativa de lipidos y proteinas, que tras la primera semana de
entrenamiento fueron mds elevados que los controles no entrenados, se fueron reduciendo a
lo largo del entrenamiento, especialmente en la mitocondria del musculo esquelético, el lugar
donde mds marcada habia sido la rigidez de la membrana causada por ejercicio fisico. Los
niveles de carbonilacion proteica, obtenidos tras cuatro y doce semanas de entrenamiento en
los homogeneizados musculares, fueron practicamente indistinguibles de los controles no
entrenados, y significativamente menores que los obtenidos inmediatamente tras finalizar el
ejercicio agudo o en reposo tras una semana de entrenamiento. Unos resultados equiparables
con los que obtienen una ausencia de diferencias, con respecto a ratas sedentarias, en cuanto
a las concentraciones de MDA (Molnar y cols., 2006) y al contenido de restos carbonilo (Pérez
y cols., 2003), tras distintos protocolos de entrenamiento. Por el contrario, en algunos modelos
experimentales, también se observaron cambios, bien por la exacerbacién de la peroxidacion
lipidica en el musculo esquelético de grupos de ratas entrenadas mediante nataciéon durante
24 semanas (Karanth y Jeevaratnam, 2010), o bien por la caida de las concentraciones de MDA
en soleo y gastrocnemio rojo tras entrenamientos de 8 semanas (Chae y cols., 2008), y de los
niveles de carbonilos proteicos en sdleo y plantar tras 6 semanas (Saengsirisuwan y cols.,

2002).

En los uUltimos afios, se ha propuesto que el entrenamiento de intensidad moderada
puede disminuir los niveles basales de los indicadores de lesion oxidativa por un incremento
de la resistencia al dafio oxidativo (Cooper y cols., 2002), es decir, causando mejoras
adaptativas de la capacidad antioxidante, lo que permite a las células afrontar en mejores
condiciones la sobreproduccion de radicales libres causada por el estrés oxidativo. La actividad
fisica aguda aumenta la capacidad antioxidante del plasma en su conjunto, asi como la
actividad de los enzimas antioxidantes SOD, GPx, GR y catalasa en la sangre de los humanos

(Berzosa y cols., 2011b) y en el tejido muscular de la rata (Salminen y Vihko, 1983; Ji y Fu,
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1992); aunque también disminuye los niveles plasmaticos y musculares de algunos scavengers,
tales como el 4cido ascdrbico (Koz y cols., 1992) y la vitamina E (Gohil y cols., 1987), por lo que
se ha propuesto su administracién para reducir los dafios oxidativos generados como
consecuencia del ejercicio agudo (Brady y cols., 1979; Sastre y cols., 1992). Dado que la
actividad de muchas de estas enzimas antioxidantes esta regulada por los niveles de
oxigenacion tisular (Gregory y Fridovich, 1973; Crapo y Tierney, 1974), parece posible que
sesiones de ejercicio aerdbico repetidas en el tiempo pudieran mejorar la capacidad
antioxidante mediada por estas enzimas, lo cual induciria a una mejor capacidad en las células
para resistir la sobreproduccién de radicales libres causada por el ejercicio fisico (Sen, 1995;
Somani y cols., 1997; Urso y Clarkson, 2003; Gémez-Cabrera y cols., 2008). Este incremento de
la actividad antioxidante como respuesta adaptativa a la duracién del entrenamiento podria
explicar la caida en los indicadores de lesién oxidativa lipidica y proteica observados en

nuestro estudio.

El hecho de que la fluidez en las membranas y mitocondrias disminuyera con la
duracion del entrenamiento, a la vez que el estrés oxidativo causado por el ejercicio se iba
atenuando, nos lleva a pensar en otros mecanismos posibles, diferentes al de la hipdtesis
oxidativa, mediante los cuales el ejercicio crénico pueda modificar la fluidez de las membranas
bioldgicas en el musculo esquelético. Una posibilidad es que el entrenamiento provoque
cambios en la composicidn lipidica en las membranas del musculo esquelético. En este sentido,
Marini y cols. (2011) concluyeron que, tras realizar entrenamientos de 10 semanas en tapiz
rodante, hubo cambios significativos de la concentracién de acidos grasos trans en membranas
eritrocitarias: descensos en ejercicios al 80% de intensidad del VO,max, y aumentos si la
intensidad fue del 60%. También se redujo la rigidez en la membrana eritrocitaria de caballos
entrenados durante cuatro o seis semanas con una alimentacion a base de una dieta

enriquecida en acidos grasos (n-3) (De Moffarts y cols., 2007; Portier y cols., 2007).

Uno de los érganos que estd sometido a grandes requerimientos adaptativos durante
la préctica del ejercicio fisico, especialmente cuando éste es de tipo maximo, es el corazén. Su
funcién como bomba del sistema circulatorio se consigue gracias a que esta constituido
fundamentalmente por fibras musculares especializadas, miocardiocitos, las cuales, a
diferencia de la fibra esquelética, estan controladas por el sistema nervioso vegetativo. En la
determinacion de la fluidez en la membrana celular y mitocondrias del musculo cardiaco los
resultados fueron muy similares a los del musculo esquelético: una marcada rigidez tras el
esfuerzo agudo y una disminucién de la fluidez durante el entrenamiento, cuya intensidad fue

mayor al aumentar su duracion, especialmente en las mitocondrias. Ademas de nuestro
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estudio, en la literatura cientifica, solamente se ha valorado la fluidez en la membrana de este
tejido en el estudio de Pérez y cols. (2003), ya mencionado previamente para considerar el
musculo esquelético. Estos autores describieron descensos en la fluidez de la membrana de las
mitocondrias, tras la realizacion de esfuerzos agudos de caracter exhaustivo, hecho que
coincide con nuestro estudio, mientras que, a diferencia de nuestros resultados, en los grupos

de entrenamiento no obtuvieron cambios significativos con respecto al reposo.

Aunque el ejercicio agudo aumenté la LPO, los cambios no fueron significativos a nivel
cardiaco. La literatura cientifica muestra resultados discrepantes en el estudio de la
peroxidacion lipidica cardiaca por el ejercicio fisico agudo. Coincidiendo con nuestras
experiencias, ratas sometidas a un protocolo agudo de larga duracidn, 4 horas, no modificaron
sus concentraciones de MDA respecto al reposo (Vitiello y cols., 2011). Sin embargo, otros
autores han observado aumentos significativos de las concentraciones de MDA en ratas
sometidas a esfuerzo agudo en tapiz rodante o tras 30 minutos de natacién (Turgut y cols.,

2003; Lin y cols., 2006; Wonders y cols., 2007; Huang y cols., 2008).

El entrenamiento tampoco modificé de forma significativa el grado de peroxidacién
lipidica cardiaca. En concordancia con nuestros resultados, no se describieron cambios en ratas
que realizaron: un programa de entrenamiento en tapiz rodante de 12 6 14 semanas (Morany
cols., 2004); carrera voluntaria en rueda desde los 11 a los 24 meses de edad (Judge y cols.,
2005); y natacidn durante 8 semanas, ya fuera con o sin suplementos de vitamina E (Metin y
cols., 2002). Aunque también hay estudios discrepantes, como los que obtienen aumentos de
la LPO tras 8 semanas de entrenamiento en tapiz (Liu y cols., 2000) y 4 semanas de natacién
(Misra y cols., 2009), y los descensos de las concentraciones de MDA, tras un entrenamiento

de 8 semanas con tapiz (Husain y Hazelrigg, 2002; Husain, 2003; Husain, 2004).

Respecto a la carbonilacidon proteica en el musculo cardiaco, obtuvimos aumentos
significativos al comparar el ejercicio agudo con el reposo, coincidentes con los de Pérez y cols.
(2003), bajo condiciones experimentales equiparables a las nuestras. Por el contrario, en
nuestro estudio, el entrenamiento, con independencia de su duracidon, no modificé
significativamente la carbonilacién proteica, resultados que estan en la misma linea que los
obtenidos en otros trabajos que relacionaron el dafio oxidativo a las proteinas y el
entrenamiento (Liu y cols., 2000; Husain y Hazelrigg, 2002; Husain, 2003; Pérez y cols., 2003;
Moran y cols., 2004; Judge y cols., 2005).

Las discrepancias en la respuesta de los indicadores de lesidon oxidativa en lipidos y

proteinas entre el musculo esquelético y el cardiaco podrian relacionarse con una respuesta
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diferente en el sistema defensivo antioxidante. Asi, en animales sedentarios en reposo, la
actividad antioxidante en el musculo cardiaco de las enzimas SOD, catalasa y GPx casi duplica
la del esquelético (Husain y cols., 1996), lo que podria suponer una mejor condicién para el
desarrollo del entrenamiento fisico en el musculo cardiaco respecto del esquelético. En este
sentido, no se describieron cambios significativos en la actividad de la Mn-SOD, catalasa, GPx y
GR en el corazdén de la rata inducidos por el entrenamiento, a diferencia de lo que sucede en

otros érganos (Somaniy cols., 1995a).

El ejercicio fisico no sélo requiere una adaptacién funcional local de las fibras
musculares implicadas en el desempefio de la actividad fisica, sino que, ademas, precisa de la
respuesta coordinada de la casi totalidad de los sistemas y aparatos corporales. El higado es un
o6rgano donde se desarrollan muchos de los procesos metabdlicos que se requieren para
asegurar un adecuado aporte energético durante la actividad fisica. Ademas, su papel en el
aclaramiento y catabolismo de numerosos productos de desecho generados durante la
contracciéon muscular es esencial para mantener la homeostasis, por lo que consideramos que
constituye un territorio éptimo para valorar la afectacidon sistémica que el ejercicio fisico

puede producir en las membranas bioldgicas y el estrés oxidativo.

Tanto el ejercicio agudo como el entrenamiento no modificaron la fluidez en la
membrana celular de los hepatocitos. Por el contrario, a nivel mitocondrial, principal organela
implicada en los procesos energéticos y metabdlicos celulares, el ejercicio agudo exhaustivo
provoco rigidez, al igual que después del entrenamiento, especialmente cuando su duracién
fue de cuatro semanas. En la literatura cientifica, es llamativo el escaso nimero de trabajos
qgue valoran los efectos del ejercicio fisico en la fluidez de las membranas hepaticas. En un
estudio que valord los efectos combinados en dos grupos de edad, 9 y 20 meses, y del ejercicio
fisico en la fluidez de membranas microsémicas y mitocondriales hepaticas de la rata, se
observd que, en relacidon a animales sedentarios, éste presentd un efecto fluidificante en
ambas, concretamente a nivel mitocondrial en las ratas de 9 meses y microsémico en las de 20
meses de edad (Kim y cols., 1996). También se han estudiado los efectos de la ingesta de
aceite de oliva o de girasol en la fluidez de la membrana mitocondrial en ratas, tras un
entrenamiento de 8 semanas de duracién en tapiz rodante, sin que se hayan obtenido cambios

significativos causados por el entrenamiento (Quiles y cols., 1999).

Un hecho importante es que el ejercicio fisico agudo indujo una marcada peroxidacion
lipidica en el higado, que, ademas, fue exacerbada con el entrenamiento, estableciéndose una
clara relacion entre la duracidn de la actividad fisica y el grado del dafio oxidativo. En la

literatura cientifica, en casi todos los modelos experimentales, el ejercicio agudo indujo una
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marcada peroxidacidn lipidica hepatica (Liu y cols., 2000; Turgut y cols., 2003; Kon vy cols.,
2007; Huang y cols., 2008 y 2009; Korivi y cols., 2012), incluso cuando el esfuerzo agudo lo
realizaban animales entrenados durante 4 semanas (Choi y Cho, 2007). La excepcion se obtuvo
al aplicar un protocolo de esfuerzo maximo, donde no se registraron cambios significativos
respecto a ratas controles (de Oliveira y cols., 2003). Al igual que en nuestro estudio, hubo un
incremento, respecto a animales sedentarios, en el estrés oxidativo causado por el
entrenamiento tras un programa de ejercicio de endurancia de 8 semanas, tanto en ratas de 3
como de 18 meses (Mallikarjuna y cols., 2009; Sun y cols., 2010), y tras una planificacién de
ejercicios de natacion durante 4 semanas (Misra y cols., 2009). Por el contrario, otros autores
no obtuvieron cambios significativos en las concentraciones de MDA producidos en
determinados programas de entrenamiento (Liu y cols., 2000; Metin y cols., 2002; Choi y Cho,
2007; Boveris y Navarro, 2008), incluso cuando se modificd la dieta de los animales,
enriqueciéndola con grasas hidrogenadas o con aceite de cacahuete (Karanth y Jeevaratnam,
2010); mientras que, en un programa de 8 semanas de natacion, el tratamiento concomitante
con dietas ricas en aceite de maiz y genisteina redujo las concentraciones de TBARS en ratas

envejecidas (Eksakulkla y cols., 2009).

Al igual que sucedia con la peroxidacion lipidica, el ejercicio fisico agudo y el
entrenamiento también indujeron lesién oxidativa a las proteinas en los homogeneizados
hepaticos. Mientras ejercicios de natacién agudos llevados al extremo de la extenuaciéon
también produjeron una marcada carbonilacién en homogeneizados hepaticos de rata (Korivi y
cols., 2012), otros estudios no han detectado carbonilacion hepatica, a pesar de seguir
protocolos maximos como el nuestro (Liu y cols., 2000; de Oliveira, 2003). Por el contrario, en
programas de entrenamiento de 8 a 24 semanas, se han obtenido descensos del contenido de
carbonilos proteicos de homogeneizados hepaticos (Liu y cols., 2000; Boveris y Navarro, 2008;

Teodoro y cols., 2012), o pequeinos cambios no significativos (Witt y cols., 1992).

Ademads del higado, otro tejido donde valoramos los efectos sistémicos del ejercicio
fisico en la fluidez de las membranas fue el del sistema nervioso central. Este es clave para
valorar los efectos toxicos de los radicales libres, ya que es especialmente vulnerable por
contener elevadas concentraciones de acidos grasos poliinsaturados, los mas susceptibles de
lesidn durante la reaccién de la LPO; por poseer un flujo sanguineo muy elevado, y utilizar, por
tanto, una enorme cantidad de oxigeno para producir ATP; vy, finalmente, por su pobreza en
enzimas antioxidantes. Por ejemplo, en la rata, en comparacidn con el higado, la actividad de
la catalasa es de tan sélo un veinteavo, mientras que las de la SOD y la GPx es de apenas un

tercio (Husain y cols., 1996).
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Discusion

Atendiendo a nuestros resultados, el ejercicio fisico, ya sea agudo hasta la extenuacién
o un entrenamiento de diferentes periodos de duracidn, redujo significativamente la fluidez en
los sinaptosomas. Esta marcada rigidez, que no se aprecio a nivel hepatico, puede deberse a la
mayor sensibilidad que tiene el tejido nervioso al estrés oxidativo y a la redistribucion de flujo
sanguineo que el ejercicio provoca. La hiperemia muscular, durante la actividad fisica, se logra
no sélo a través de un aumento del gasto cardiaco y de los mecanismos adaptativos de la
microcirculacién muscular, sino también reduciendo el flujo sanguineo en territorios tales
como los dependientes de la circulacion espldcnica, que incluye la hepatica. En cambio, el flujo
de la circulacién cerebral tiende a mantenerse constante durante la actividad fisica, hecho que,
sin duda, puede contribuir a limitar el acceso al higado, via hematica, de muchas EROS vy
mantener, o incluso aumentar ligeramente, las que recibe el tejido nervioso central. Nuestros
resultados discrepan con los de un estudio previo, también realizado en la rata, que valoré los
efectos de una prueba individual aguda hasta la extenuacidn en diversas localizaciones
encefdlicas, mediante espectrometria de resonancia del spin de los electrones. A excepcién del
troncoencéfalo, donde se obtuvo un aumento de la fluidez, en el resto de territorios no hubo
cambios significativos en los sinaptosomas (Hiramatsu y cols., 1993). Asimismo, en otro
estudio realizado en ratones, tras nueve semanas de entrenamiento, tampoco se modifico la

fluidez en los sinaptosomas (Ren y cols., 2010).

A nivel mitocondrial, nuestras observaciones son las Unicas que valoran los efectos del
ejercicio fisico en el tejido nervioso. A este nivel, y a diferencia de lo que sucedié en el higado,
ni el ejercicio agudo ni el entrenamiento produjeron cambios significativos. La diferente
respuesta sistémica al ejercicio entre el tejido nervioso central y el hepatico puede
comprenderse si se compara la gran actividad metabdlica que desarrolla el higado depurando
multitud de productos de desecho generados durante la contraccién muscular y, en especial,
el papel central de la mitocondria hepatica en el catabolismo de estas sustancias, un proceso
gue puede llevar asociada la formacién de importantes cantidades de radicales libres. Por el
contrario, la funcién de la mitocondria en el tejido nervioso tan sélo se limita a asegurar a las
neuronas una produccidon de ATP lo mds constante posible, con independencia del grado de

actividad fisica desarrollada.

Al igual que en nuestro estudio, el ejercicio fisico agudo aumentdé el nivel de
peroxidacion lipidica en el estriado de ratas que realizaron una ergometria de tipo maximo
(Somani y cols., 1996), o natacién durante 30 minutos (Akil y cols., 2011); en otras ocasiones,
los cambios que se produjeron no fueron estadisticamente significativos (Liu y cols., 2000; de

Oliveira y cols., 2003; Turgut y cols., 2003; Aksu y cols., 2009). Respecto al entrenamiento,
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varios estudios en rata y ratdn concluyeron, al igual que nosotros, que entrenamientos de
diferente duracion no muestran cambios significativos: 12 dias (Brocardo y cols., 2012), 6
semanas y media (Coskun y cols., 2005), 2 meses (Ogonovszky y cols., 2005; Ozkaya y cols.,
2007; Aksu y cols., 2009; Tuon y cols., 2010), 9 semanas (Radak y cols., 2001) 6 3 meses (Santin
y cols., 2011). En otros trabajos, el entrenamiento produjo descensos significativos: 6 semanas
y media (Husain y Somani, 1998), 8 (Liu y cols., 2000) 6 24 (Boveris y Navarro, 2008). Por otra
parte, Misra y cols. (2009) observaron que un entrenamiento de natacién de 4 semanas

provocd un aumento intenso de las concentraciones de TBARS en el sistema nervioso.

Respecto al dafio oxidativo a proteinas, no hemos observado cambios significativos
tras el ejercicio agudo maximo o los periodos de entrenamiento. Igualmente, tampoco se han
observado cambios ni en homogeneizados totales ni en mitocondrias cerebrales tras esfuerzo
agudo o entrenamiento (Liu y cols., 2000; Toldy y cols., 2005; Lappalainen y cols., 2010; Tuon y
cols., 2010; Brocardo y cols., 2012), si bien los resultados del entrenamiento discrepan con
otros estudios, posiblemente por la gran variabilidad de programas de entrenamiento
utilizados (Radak y cols., 2001; de Oliveira y cols., 2003; Ogonovszky y cols., 2005; Boveris y
Navarro, 2008; Szabo y cols., 2010; Santin y cols., 2011). Cabe resefiar que, mientras el
ejercicio agudo tuvo efectos diversos sobre la actividad antioxidante enzimdtica en el tejido
nervioso, con descensos de la SOD en la corteza cerebral, aumentos de la catalasa en corteza y
estriado, y aumentos y descensos de la GPx en la corteza y estriado, respectivamente (Somani
y cols., 1996); el entrenamiento aumentd la actividad enzimatica antioxidante, y, en especial,
la de la SOD en cerebro medio y estriado (Somani y cols., 1995b). Por otra parte, el
entrenamiento mejoro la relacion GSH/GSSG en el cerebro medio y en la corteza cerebral, un
efecto que se debe fundamentalmente al descenso de los niveles de GSSG con mantenimiento

del GSH (Somani y cols., 1995b).

Estas respuestas adaptativas durante el entrenamiento, en el sistema nervioso central,
podrian contribuir a sus efectos beneficiosos, que nosotros hemos observado en los
homogeneizados del tejido nervioso central, manteniendo unos niveles de peroxidacidon
lipidica y oxidacién proteica similares o, incluso, ligeramente inferiores a los obtenidos en los

controles.
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Conclusiones

En lineas generales, el ejercicio fisico disminuyd la fluidez de las membranas celulares y
mitocondriales aisladas de los tejidos muscular, hepatico y nervioso central, e indujo estrés
oxidativo en homogeneizados de estos organos. Como conclusiones, establecemos las

siguientes:

1. El ejercicio agudo hasta la extenuacidén causé una marcada rigidez en la membrana celular
y mitocondrial de los musculos esquelético y cardiaco. Los aumentos de la oxidacion
mediada por radicales libres en lipidos y proteinas pueden ser los responsables, al menos

parcialmente, de la rigidez en las membranas musculares.

2. La actividad muscular aguda causé oxidacion de lipidos y proteinas en el higado y
peroxidacion lipidica en el sistema nervioso central. A nivel hepatico sélo se observé
rigidez significativa en la mitocondria. En el tejido nervioso, su mayor susceptibilidad a la
peroxidacién lipidica fue, en buena medida, responsable de la rigidez observada en la

membrana celular, sin que hubiera cambios significativos a nivel mitocondrial.

3. El entrenamiento redujo la fluidez en las membranas celulares y mitocondriales
musculares de forma directamente proporcional a su duracién. Los niveles de oxidacién
lipidica y proteica, en términos generales, fueron menores que los alcanzados tras un

ejercicio agudo hasta la extenuacion.

4. Tanto la peroxidacion lipidica como la carbonilacidon en los homogeneizados del musculo
esquelético tuvieron una clara tendencia a reducirse al aumentar la duracién del
entrenamiento, posiblemente por una mejora de las defensas antioxidantes. Estos
resultados sugieren que la rigidez en las membranas musculares asociada al

entrenamiento se debid a otras causas diferentes al estrés oxidativo.

5. El entrenamiento indujo rigidez en las membranas mitocondriales hepaticas y en las
celulares del tejido nervioso. Mientras que en el higado la lesidn oxidativa fue alta en
lipidos y proteinas, posiblemente como consecuencia de su mayor actividad metabdlica,
en el cerebro el entrenamiento tuvo un marcado efecto beneficioso, en términos de
reduccion de la peroxidacién lipidica, hecho que pudiera deberse a un incremento

adaptativo de las defensas antioxidantes producido por el ejercicio aerdbico regular.
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Conclusions

In general, physical exercise decreased cellular and mitochondrial membranes fluidity

from muscular, hepatic and central nervous tissues, and oxidative stress was induced in these

organ homogenates. We determine the following conclusions:

First:

Second:

Third:

Fourth:

Fifth:

Acute exercise until exhaustion caused a marked rigidity on cellular and
mitochondrial membranes in skeletal and cardiac muscles. Increases in free radicals-
mediated oxidation in lipids and proteins can be responsible for muscular

membranes rigidity, at least, partially.

Acute muscular activity caused lipid and protein oxidation in liver, and lipid
peroxidation in the central nervous system. A significant rigidity in mitochondria was
just observed at hepatic level. In the nervous tissue, its higher susceptibility to lipid
peroxidation was, in large part, responsible for rigidity observed on cellular

membrane, without significant changes at mitochondrial level.

Training reduced fluidity on cellular and mitochondrial membranes in muscle in a
directly proportional way to its length. Lipid and protein oxidation levels, generally

speaking, were less than reached after exhaustive acute exercise.

Both, lipid peroxidation and carbonylation in skeletal muscle homogenates, they had
a clear tendency to reduction when training duration was increased, maybe because
of antioxidant defenses improvement. These results suggest that muscular
membranes rigidity associated to training was due to other different causes from

oxidative stress.

Training induced rigidity on hepatic mitochondrial and nervous cellular membranes.
While oxidative injury in liver was high in lipids and proteins, maybe as consequence
of its higher metabolic activity, training had a marked beneficial effect in brain,
related to lipid peroxidation reduction, which could be due to an antioxidant

defenses adaptive increase, produced by regular aerobic exercise.
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